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Die korrekte Balance zwischen Exzitation und Inhibition ist grundlegend wichtig für 
die Funktionalität des Neokortex. Kortikale GABAerge Interneurone modulieren 
dabei die Signalweiterleitung und Defekte in ihrer Entwicklung sind mit 
verschiedenen Erkrankungen assoziiert. Daher ist die Aufklärung relevanter 
Faktoren, welche die für sie charakteristische ausgedehnte postmitotische 
Differenzierungs- und Reifungsphase regulieren, von großem Interesse. Neben der 
Subtyp-spezifischen Migration in kortikale Zielareale umfasst diese Phase auch die 
Ausbildung distinkter zellulärer Merkmale. Eine streng regulierte, aber auch flexible 
Kontrolle der Genexpression ist hierbei von entscheidender Bedeutung.  
Epigenetische Mechanismen, vermittelt durch DNA-Methylierungen, Histonmodi-
fikationen und RNA-Derivate, ermöglichen die distinkte Regulation der Genaktivität. 
Welche Rolle die DNA-Methyltransferase 1 (DNMT1) bei der postmitotischen 
Entwicklung von kortikalen Interneuronen spielt, ist eine der zentralen Fragen dieser 
Arbeit. Zur Aufklärung wurden Untersuchungen an einem konditionalen Maus-
models durchgeführt, in dem Dnmt1 in Zellen der Interneuronen-generierenden 
Hmx3-Population deletiert wurde (Hmx3-Cre/tdTomato/Dnmt1 loxP²). 
Die Wanderung unreifer Interneurone aus den subpallialen Proliferationszonen in 
die entsprechenden kortikalen Bereiche erfordert die Ausbildung und den Erhalt 
einer typischen migratorischen Morphologie. Diese unterscheidet sich deutlich von 
der komplexen Gestalt ausdifferenzierter Neurone. Die postmitotische Deletion von 
Dnmt1 führte in Hmx3-abstammenden Interneuronen aus dem präoptischen 
Areal (POA) zu einem Verlust ihrer migratorischen Morphologie und zu einer 
gesteigerten zellulären Komplexität. Die Migrationsdynamik zeigte sich sichtbar 
gestört und die Vitalität der Dnmt1-defizienten Zellen war deutlich reduziert. 
Vergleichende Transkriptomanalysen von wildtypischen und Dnmt1-defizienten 
Zellen zur Identifizierung potenzieller Zielgene von DNMT1 stellten eine erhöhte 
Expression von Pak6 in Dnmt1-defizienten Zellen heraus, welche zu den 
beobachteten morphologischen Veränderungen beitrugt. Eine nachträgliche 
Reduktion des Pak6 Expressionsniveaus in Dnmt1-defizienten POA-Zellen führte 




Zusammengefasst in Pensold, Symmank et al. (2016) bekräftigen die Ergebnisse 
die Wichtigkeit der DNMT1-abhängigen Repression von Pak6 während der 
migratorischen Phase unreifer Interneurone. 
Weitere Untersuchungen zu potentiell durch DNMT1 regulierten Genen rückten den 
Transkriptionsfaktor LHX1 in den Fokus dieser Arbeit. Dessen Expression scheint 
ähnlich wie die von Pak6 durch DNMT1 reguliert zu werden. LHX1 gehört zur 
Familie der LIM-Homeobox-Transkriptionsfaktoren mit bekannten Funktionen bei 
der Entwicklung von kortikalen, spinalen und zerebellären Interneuronen. Während 
der Embryonalentwicklung ist Lhx1 im POA exprimiert und die Aufklärung von 
potenziellen Funktionen war Ziel des zweiten Abschnittes dieser Arbeit.  
Hierfür wurde Lhx1 postmitotisch in POA-abstammenden Zellen der 
Hmx3-Population deletiert (Hmx3-Cre/tdTomato/Lhx1 loxP²). Umfangreiche 
phänotypische Analysen von embryonalen und adulten Mausstadien ließen 
vermuten, dass der Transkriptionsfaktor insbesondere das Überleben jener 
postmitotischen Zellen begrenzt. In vitro Studien an kultivierten Primärzellen und 
immortalisierten Neuroblastomazellen bestätigten die LHX1-abhängige Regulation 
der Zellmortalität. Dabei konnten quantitative Expressionsstudien vor allem eine 
durch LHX1 regulierte Expression von Mitgliedern der BCL2-Familie herausstellen, 
welche apoptotische Prozesse steuert. Somit beeinflusst DNMT1 auch über die 
Regulation des Transkriptionsfaktor LHX1 das Überleben jener Zellen.   
Darüber hinaus wurde eine mögliche Beteiligung von LHX1 an der Lenkung 
migrierender POA-abstammender Interneurone auf dem Weg zum Kortex 
herausgestellt. Diesbezüglich konnte in vitro mit UNC5B ein wichtiger LHX1-
abhängiger Rezeptor identifiziert werden, welcher auch in POA-abstammenden 
Interneuronen für die Vermittlung von Richtungssignalen relevant sein könnte.  
Weitere Untersuchungen hinsichtlich des genauen Regulationsmechanismus 
konnten jedoch weder für Pak6 noch für Lhx1 eine direkte Transkriptionskontrolle 
durch DNMT1-vermittelte DNA-Methylierung herausstellen. Mittels Chromatin-
Immunpräzipitation wurde hingegen eine von DNMT1 abhängende Assoziation der 
repressiven Histonmarkierung H3K27me3 an regulatorischen Genregionen von 
Pak6 und Lhx1 detektiert. Diese könnte für die Repression der beiden untersuchten 
Gene bestimmend sein. Insgesamt zeigen die dargestellten Ergebnisse, dass eine 
durch DNMT1 vermittelte komplexe Genregulation essentiell für die Migration und 





A precise balance between excitation and inhibition is crucial for neocortical 
function. Cortical GABAergic interneurons modulate the signal transmission in 
interconnected networks and defects in their development are associated with 
various diseases, which necessitates the elucidation of relevant regulators. During 
brain development immature interneurons undergo a prolonged period of post-
mitotic differentiation and maturation generating a high number of diverse neuronal 
subtypes. In addition to the subtype-specific migration from their subpallial origin 
into cortical areas, this period also includes the development of characteristic 
cellular properties. Therefore, a strictly regulated but also flexible control of gene 
expression is crucial for proper development.  
Epigenetic mechanisms mediated by DNA methylation, histone modifications and 
RNA derivatives enable a multi-facetted regulation of gene activity. Hence, one main 
questions of this thesis was to investigate the role of the DNA methyltransferase 1 
(DNMT1) for the post-mitotic development of cortical interneurons. For this, analysis 
of conditional knockout mice were performed, in which Dnmt1 was deleted in cells 
of the interneuron-generating Hmx3-population (Hmx3-Cre/tdTomato/Dnmt1 loxP²). 
The migration of immature interneurons from the basal telencephalon into cortical 
regions requires the formation and maintenance of a typical migratory morphology, 
which is clearly different from the complex shape of differentiated neurons. Upon 
post-mitotic deletion of Dnmt1 in Hmx3-derived interneurons of the preoptic 
area (POA), these cells lost their migratory morphology and revealed increased 
cellular complexity. Furthermore, disturbed migration dynamics were detectable and 
the vitality of the Dnmt1-deficient cells was significantly reduced. 
Comparative transcriptome analysis of wild-type and Dnmt1-deficient cells revealed 
potential target genes of DNMT1, among them Pak6. In vitro experiments confirmed 
that the morphological changes of Dnmt1-deficient cells were related to an 
increased Pak6 expression level, which could be restored by depleting Pak6 
expression. As also summarized in Pensold, Symmank et al. (2016) this work 
provides evidence for the importance of DNMT1-dependent repression of Pak6 





Further studies on genes potentially regulated by DNMT1 revealed also Lhx1 as 
one target, which alike Pak6 seems to underlie the transcriptional control of DNMT1. 
LHX1 belongs to the family of LIM homeodomain transcription factors with known 
functions in the development of cortical, spinal and cerebellar interneurons. During 
embryonic development, Lhx1 expression was detected in the POA and the 
elucidation of potential functions was the aim of the second part of this thesis. 
For analysis of its role, Lhx1 was deleted in Hmx3-expressing cells in a conditional 
mouse model (Hmx3-Cre/tdTomato/Lhx1 loxP²). Comprehensive phenotypic 
analysis of embryonic and adult mouse stages suggested that the transcription 
factor limits the survival of the Hmx3-deriving POA cells. In vitro studies on cultured 
primary cells and immortalized neuroblastoma cells confirmed an LHX1-dependent 
regulation of cell mortality. Furthermore, quantitative expression studies identified 
BCL2 family members as target genes of the transcription factor LHX1 regulating 
apoptotic events in several cell types. Thus, DNMT1 also affect the survival of 
Hmx3-deriving POA cells via the transcriptional control of LHX1. 
Moreover, this study provide evidence for a LHX1-dependend transcriptional 
regulation of genes encoding for guidance receptors contributing to the regulation 
of migration through the basal telencephalon. In this regard, UNC5B receptor was 
identified to be LHX1-dependend playing a potential role in sensing guidance cues. 
Interestingly, further studies on the mechanism of DNMT1-dependend 
transcriptional control of Pak6 and Lhx1 could not reveal a direct regulation by 
DNMT1-mediated DNA methylation, neither for Pak6 nor Lhx1 gene locus. 
Instead, chromatin immunoprecipitation uncovered a DNMT1-dependent 
association of the repressive histone mark H3K27me3 at Pak6 and Lhx1 regulatory 
gene regions possibly regulating transcriptional activity. Overall, the results of this 
thesis have shown that a complex regulation of gene expression mediated 
by DNMT1 is essential for the migration and vitality of POA-derived interneurons 





Während der Evolution der Säugetiere hat der Neokortex, welcher für die Integration 
und Verarbeitung von komplexen Informationen zuständig ist (Kaas, 1987), 
überproportional an Größe und Komplexität zugenommen (Rakic, 2009; Lui et al., 
2011; Fernandez et al., 2016; Wilsch-Brauninger et al., 2016). Seine biologische 
Evolution steht dabei in Verbindung mit erweiterten Fertigkeiten bei der 
Wahrnehmung komplexer Zusammenhänge, im logischen Denken und der 
umfassenden Gedächtnisbildung, sowie mit Verbesserungen der sprachlichen und 
feinmotorischen Fähigkeiten (Sawaguchi, 1992; Dunbar und Shultz, 2007; 
Sherwood et al., 2008; Rakic, 2009; Defelipe, 2011; Heyes, 2012).  
Die Funktionalität des Neokortex beruht dabei auf überaus komplexen Netzwerken 
verschiedenster Zellen, welche in ihrer Gesamtheit die Aufnahme, Weiterleitung und 
Verarbeitung von relevanten Informationen realisieren (Harris und Shepherd, 2015; 
Yau et al., 2015). Exzitatorische Projektionsneurone bilden dabei den Hauptteil aller 
neuronalen Zellen dieser Netzwerke (Costa und Muller, 2014; Kumamoto und 
Hanashima, 2014). Ihre Hauptfunktion, die Weiterleitung elektrischer Signale, wird 
dabei durch die hochdiverse Gruppe von inhibitorischen GABAergen Interneuronen 
moduliert (Wonders und Anderson, 2006; Druga, 2009; Merot et al., 2009; Gelman 
und Marin, 2010; Kepecs und Fishell, 2014; Tremblay et al., 2016).  
Es ist plausibel, dass Störungen bei der kortikalen Entwicklung und der Etablierung 
der korrekten Netzwerkkonnektivität zu teils schweren neuropsychologischen 
und -psychiatrischen Störungen führen können (Rubenstein und Merzenich, 2003; 
Levitt et al., 2004; Lewis et al., 2005; Rossignol, 2011; Rubenstein, 2011; 
Chattopadhyaya und Cristo, 2012; Marin, 2012; Volk und Lewis, 2014; Tatti et al., 
2017). Hierbei ist im Hinblick auf eine korrekte, kortikale Entwicklung 
bemerkenswert, wie aus genetisch identischen Vorläufern eine Mannigfaltigkeit an 
Zelltypen mit unterschiedlichsten Funktionen und Spezifitäten entstehen kann.  
Die Generierung der neuronalen Vielfalt und die Ausbildung einer adäquaten 
Verschaltung, sowie von funktionellen Netzwerken wird dabei während der 
Entwicklung über eine räumlich und zeitlich spezifische Genexpression realisiert 
(Campbell, 2005; Flames und Marin, 2005; Gelman und Marin, 2010; Marin und 
Muller, 2014; Jiang et al., 2015; Govindan und Jabaudon, 2017; Lein et al., 2017; 




2.1. Entwicklungsrelevante Prozesse kortikaler Interneurone 
Die Entwicklung kortikaler Interneurone kann in einzelne Phasen eingeteilt werden, 
wie in der schematischen Abbildung 1 vereinfacht dargestellt ist. Unreife 
Interneurone müssen nach ihrer Entstehung in den Proliferationszonen außerhalb 
des Kortex zu ihrer korrekten kortikalen Position migrieren, wo sie anschließend 
reifen (Gelman und Marin, 2010; Faux et al., 2012; Kepecs und Fishell, 2014; 
Tremblay et al., 2016; Bandler et al., 2017; Laclef und Metin, 2017). Die Reifung ist 
verbunden mit der Ausbildung typischer morphologischer und physiologischer 
Charakteristika, sowie der Expression von Markerproteinen (Wonders und 
Anderson, 2006; Gelman und Marin, 2010; Kepecs und Fishell, 2014; Tremblay et 
al., 2016). 
 
Abbildung 1: Phasen der kortikalen Interneuron-Entwicklung. Unreife kortikale Interneurone werden im 
basalen Telenzephalon in distinkten proliferativen Zonen (CGE, LGE, MGE, POA) gebildet. Anschließend 
migrieren sie tangential in den Kortex und radial zu ihrer Zielposition. Während der Reifungsphase erfolgen die 
Ausbildung typischer morphologischer Charakteristika und die Etablierung von synaptischen Kontakten. Zeitnah 
exprimieren kortikale Interneurone spezifische Markerproteine und zeigen bestimmte Aktivitätsmuster. CGE, 
caudale ganglionische Eminenz (GE); LGE, laterale GE; MGE, mediale GE; POA, präoptisches Areal; VZ, 
Ventrikularzone. Modifiziert nach Wamsley und Fishell (2017). 
 
2.2. Intrinsische und extrinsische Determinierung kortikaler Interneurone 
Im adulten 6-schichtigen Neokortex können Interneurone aufgrund der Expression 
von biochemischen Markerproteinen wie Parvalbumin (PV), Somatostatin (SST), 
Vasointestinales Peptid (VIP), Neuropeptid Y (NPY), Calretinin (CR) und 




al., 2013; Kepecs und Fishell, 2014; Laclef und Metin, 2017; Wamsley und Fishell, 
2017). Weitere Unterteilungen hinsichtlich ihrer Subtyp-spezifischen morpho-
logischen und elektrophysiologischen Eigenschaften verdeutlichen ihre Vielfalt. 
Die teils überaus diversen Interneuron-Subtypen entstehen, im Gegensatz zu 
exzitatorischen Projektionsneuronen, nicht direkt in der Ventrikular- und 
Subventrikularzone des sich entwickelnden Kortex (McConnell, 1991; O'Leary und 
Koester, 1993), sondern werden in transienten embryonalen Proliferationszonen im 
basalen Telenzephalon gebildet (Wonders und Anderson, 2006; Kelsom und Lu, 
2013; Laclef und Metin, 2017). Zu diesen gehören die mediale, laterale und caudale 
ganglionische Eminenz (MGE, LGE und CGE) und das präoptische Areal (POA) 
(Anderson et al., 2001; Marin und Rubenstein, 2001; Corbin und Butt, 2011; 
DeFelipe et al., 2013; Kelsom und Lu, 2013; Sultan et al., 2013; Laclef und Metin, 
2017). Dabei entstammt der größte Anteil kortikaler Interneurone der MGE 
(Wichterle et al., 1999; Marin et al., 2000; Anderson et al., 2001; Wichterle et al., 
2001). Einige Populationen haben ihren Ursprung in anderen Zonen, wie dem POA 
(Gelman et al., 2009; Gelman et al., 2011; Rubin und Kessaris, 2013). 
Die Proliferationszonen im Subpallium sind jedoch auch der Ursprung von 
Interneuronen und Gliazellen, die für andere Hirnareale bestimmt sind (Kriegstein 
und Alvarez-Buylla, 2009; Laclef und Metin, 2017). 
Inwieweit die finale Determinierung eines spezifischen Interneuron-Subtypen 
intrinsisch vorherbestimmt oder durch extrinsische Faktoren beeinflusst wird, ist 
eine zentrale Frage bei der Entwicklung der Interneuron-Vielfalt. Viele Studien 
betonen die Relevanz einer, zumindest zu gewissen Teilen, vorherbestimmten 
Differenzierung anhand gemachter Beobachtungen zu klonalen Beziehungen im 
Rahmen von Transplantationsexperimenten (Nery et al., 2002; Butt et al., 2005; 
Marin und Muller, 2014; Tyson und Anderson, 2014). Studien an 
MGE-abstammenden Interneuronen zeigen, dass ihre Reifung durchaus auf einer 
zeitlich progressiven Abfolge von Transkriptionsfaktoren (NKX2.1, LHX6, SOX6 und 
SIP1, SATB1) während ihrer embryonalen und frühen postnatalen Entwicklung 
basiert (Sussel et al., 1999; Liodis et al., 2007; Du et al., 2008; Azim et al., 2009; 
Batista-Brito et al., 2009; Close et al., 2012; Denaxa et al., 2012; McKinsey et al., 
2013; Neves et al., 2013; van den Berghe et al., 2013; Vogt et al., 2014). 
Konditionale Deletionen einzelner entsprechender Gene hatten in fast allen Fällen 




der Ausprägung typischer, physiologischer Eigenschaften zur Folge (Liodis et al., 
2007; Azim et al., 2009; Batista-Brito et al., 2009; Close et al., 2012; Denaxa et al., 
2012; Neves et al., 2013; van den Berghe et al., 2013). Jedoch waren auch 
Unterschiede in der kortikalen Lokalisierung auszumachen. Dies lässt eine mögliche 
Beteiligung extrinsischer Faktoren offen. 
Auch wenn die Wichtigkeit von Umgebungsinformationen für die Reifung von 
kortikalen Interneuronen nicht abzusprechen ist (Mao et al., 1999; Pla et al., 2006; 
Tiveron et al., 2006; Li et al., 2008; Bortone und Polleux, 2009; Lodato et al., 2011; 
Denaxa et al., 2012), scheint eine aktivitätsabhängige postnatale Regulation von 
Genen bei der Ausbildung von Subtyp-spezifischen Eigenschaften von größerer 
Bedeutung zu sein (Bortone und Polleux, 2009; De Marco Garcia et al., 2011; 
Lodato et al., 2011; Dehorter et al., 2015). Jedoch ist weiterhin nicht geklärt, 
inwieweit hier intrinsisch determinierte genetische Programme aktiviert werden und 
letztendlich erneut zur Ausbildung der entsprechenden Eigenschaften führen. 
Im direkten Zusammenhang mit der Differenzierung von Subtypen steht die Frage, 
wie aus denselben proliferativen Vorläufern während der Gehirnentwicklung 
überhaupt unterschiedliche Interneurone entstehen können und auf welcher Ebene 
hierbei eine intrinsische Determinierung stattfindet. Hierzu haben sich zwei 
Hypothesen herausgebildet (Abb. 2; (Laclef und Metin, 2017; Wamsley und Fishell, 
2017)). 
 
Abbildung 2: Die intrinsische Determinierung von Vorläufern. Es existieren zwei theoretische Modelle, 
welche erklären, wie Vorläufer einer Proliferationszone unterschiedliche Subtypen an kortikalen Interneuronen 
generieren können. Model 1 (Independent unipotential lineage) besagt, dass Vorläufer-Identitäten frühzeitig 
eingeschränkt sind und zeitlich versetzt die unterschiedlichen Subtypen generieren. Model 2 (Sequential 
competence states) beschreibt die Möglichkeit, dass die Kompetenz eines Vorläufers sich während der 





Die erste Hypothese besagt, dass innerhalb einer Proliferationszone verschiedene 
Vorläufer mit frühzeitig eingeschränktem Differenzierungspotential während der 
Entwicklung zeitlich versetzt die unterschiedlichen Subtypen generieren. Diese 
Hypothese basiert auf den Kenntnissen der klonalen Beziehungen von kortikalen 
Neuronen, welche bevorzugt radiale Einheiten ausbilden (Noctor et al., 2001). 
Inwieweit dies auch für kortikale Interneurone zutrifft, wird in einer Vielzahl von 
Studien diskutiert (Brown et al., 2011; Ciceri et al., 2013; Harwell et al., 2015; Mayer 
et al., 2015; Mayer et al., 2016; Sultan et al., 2016; Turrero Garcia et al., 2016), von 
denen jedoch die meisten eine alternative Hypothese unterstützen. Diese postuliert, 
dass aus einer einzelnen Vorläuferlinie zeitlich determiniert die unterschiedlichen 
Interneurone generiert werden. Hintergrund hierfür ist die weite Verteilung im 
gesamten Kortex von klonal-verwandten Interneuronen, sowie die Ausbildung 
unterschiedlicher Charakteristika (Harwell et al., 2015; Mayer et al., 2015; Mayer et 
al., 2016; Turrero Garcia et al., 2016). Dies bedarf einer flexibel regulierten 
Genexpression, um zu bestimmten Zeitpunkten spezifische Differenzierungs-
programme zu ermöglichen. 
2.3. Die tangentiale und radiale Migration kortikaler Interneurone 
Während der ausgedehnten postmitotischen Entwicklungsphase migrieren unreife 
Interneurone aus den proliferativen Zonen des Subpalliums tangential in den Kortex, 
wo sie sich anschließend radial auf die entsprechenden kortikalen Schichten 
verteilen (Anderson et al., 1997; Marin, 2013; Guo und Anton, 2014; Laclef und 
Metin, 2017). Dabei nutzen sie verschiedene Migrationsrouten durch das basale 
Telenzephalon und im sich entwickelnden Kortex, welche je nach Ursprungsort und 
Zeitpunkt ihrer Generierung unterschiedlich favorisiert werden (Marin und 
Rubenstein, 2003; Metin et al., 2006; Hernandez-Miranda et al., 2010; Guo und 
Anton, 2014; Laclef und Metin, 2017). Unreife Interneurone aus der MGE vermeiden 
während ihrer tangentialen Migration in den Kortex das ventrale präoptische Areal 
und die striatale Anlage und nutzen den tiefen Migrationsweg (TMS) entlang der 
Subventrikularzone der LGE (Abb. 3; (Sussel et al., 1999; Wichterle et al., 2001; 
Ang et al., 2003; Marin und Rubenstein, 2003; Wichterle et al., 2003; Rudolph et al., 




Im Gegensatz dazu migrieren POA-abstammende Interneurone bevorzugt lateral 
entlang des superfiziellen Migrationsweg (SMS) durch den sich entwickelnden, 
piriformen Kortex, vermeiden dabei aber ebenso die striatale Anlage (Abb. 3; 
(Gelman et al., 2009; Zimmer et al., 2011; Pensold et al., 2016). In MGE und POA 




Abbildung 3: Migrationswege von unreifen kortikalen Interneuronen. Die tangentiale Migration erfolgt 
entlang spezifischer Routen, die von dem Ursprungort der Interneurone im Subpallium und dem Zeitpunkt ihrer 
Generierung abhängt. Dabei ist die Expression eines spezifischen Rezeptorrepertoires zur Detektion von 
Lenkungsfaktoren notwendig. Initial werden unreife postmitotische Interneurone aus den proliferativen Zonen 
weggelenkt (1). MGE (und CGE) -abstammende Interneurone migrieren bevorzugt entlang des tiefen 
Migrationsweges (TMS) durch die LGE (2). POA-abstammende Interneurone nutzen vermehrt lateral den 
superfiziellen Migrationsweg in Richtung Kortex. In jedem Fall vermeiden kortikale Interneurone Nicht-
Zielgebiete wie das Striatum, wohingegen striatale Interneurone sich in diesem ansiedeln. Abhängig vom 
Entwicklungszeitpunkt integrieren sich Interneurone in distinkte kortikale Migrationsströme in der VZ/SVZ, IZ 
und der MZ (3). Radiale Migrationsprozesse dienen der lokalen Orientierung im Kortex (4). Nach der finalen 
Migration in das entsprechende Zielareal (5) wird die Migration beendet und die Reifung zu funktionellen 
Interneuronen schreitet voran (6). CGE, caudale ganglionische Eminenz (GE); LGE, laterale GE; MGE, medial 
GE; POa, preoptisches Areal; Str, Striatum; MZ, Marginalzone; CP, Kortikale Platte; IZ, Intermediärzone; SVZ, 






Die zellspezifische Migration entlang räumlich und zeitlich distinkter Pfade wird 
durch eine Kombination verschiedener Umgebungssignale realisiert, welche durch 
Rezeptoren auf der Zellmembran migrierender Neurone detektiert werden können. 
Eine Reihe von iso- und heterochronischen Transplantationsexperimenten zeigte, 
dass intrinsische Mechanismen zellautonom Informationen für die Koordination der 
Migration vermitteln (Wichterle et al., 1999; Nery et al., 2002; Yozu et al., 2005; 
Tucker et al., 2006). Dies wird über eine kombinatorische Expression von 
Schlüsseltranskriptionsfaktoren in den proliferativen Zonen des Subpalliums 
realisiert, welche für die Regulation der Expression spezifischer Rezeptoren und 
zytoskelettaler Komponenten zuständig sind (Briscoe et al., 1999; Nadarajah et al., 
2002; Cobos et al., 2005; Flames et al., 2007; Long et al., 2009; Flandin et al., 2011). 
So können motogene und attraktive Faktoren migrierende Zellen im basalen 
Telenzephalon auf bestimmten Pfaden halten und repulsive Faktoren die Migration 
in Nicht-Zielareale verhindern (Marin und Rubenstein, 2003; Guo und Anton, 2014). 
Die Proteinfamilie von Eph-Rezeptoren und ihren membranständigen Liganden, die 
Ephrine scheinen bei der Lenkung von unreifen Interneuronen eine große Rolle zu 
spielen. Sie sind dabei nicht nur ausschlaggebend für die initiale Abwanderung von 
kortikalen Interneuronen aus den Proliferationszonen im basalen Telenzephalon, 
sondern auch für die gelenkte, tangentiale Migration in Richtung Kortex (Zimmer et 
al., 2008; Rudolph et al., 2010; Zimmer et al., 2011; Steinecke et al., 2014). Zum 
Beispiel wird EPHA4 in unreifen Interneuronen aus der medialen ganglionischen 
Eminenz exprimiert (Zimmer et al., 2008; Zimmer et al., 2011). Die repulsive 
Interaktionen mit EFNA5-exprimierenden Zellen der subpallialen Ventrikularzone, 
sowie mit EFNB3-positiven Interneuronen des POA und EFNA3-positiven striatalen 
Zellen induziert die Vermeidung dieser Nicht-Zielareale (Zimmer et al., 2008; 
Rudolph et al., 2010; Zimmer et al., 2011; Steinecke et al., 2014). Da die Interaktion 
zwischen Eph-Rezeptoren und Ephrinen in den meisten Fällen bidirektional abläuft 
(Lisabeth et al., 2013; Kania und Klein, 2016), das heißt in beiden beteiligten Zellen 
Signalkaskaden zur Veränderung der Migrationsrichtung aktiviert werden können, 
werden auch POA-abstammende Interneurone von der MGE weggelenkt (Zimmer 
et al., 2011).     
Zusätzlich vermitteln diffussible Proteine wie Slits über die Bindung an 
Robo-Rezeptoren (Hu, 1999; Wu et al., 1999; Zhu et al., 1999; Chen et al., 2001; 




Rezeptoren Neuropilin 1 und Neuropillin 2 (Marin et al., 2001; Nobrega-Pereira et 
al., 2008; Zimmer et al., 2010) repulsive Effekte in Nicht-Zielgebieten wie dem 
Striatum, dem Septum und den Ventrikularzonen des Subpalliums. Attraktive 
Signale von membranständigen und sezernierten Neuregulinen fördern hingegen 
direkt, sowohl über kurze als auch lange Strecken, die Kortex-gerichtete Migration 
(Flames et al., 2004). Hinzukommend erhöhen Wachstumssignale, wie 
Neurotrophin 4, BDNF und GDNF die Motilität von migrierenden Interneuronen 
(Powell et al., 2001; Polleux et al., 2002; Pozas und Ibanez, 2005; Canty et al., 2009; 
Sanchez-Huertas und Rico, 2011). Darüber hinaus scheinen auch Neurotransmitter 
wie GABA, Glycin, Glutamate und Dopamin an der Migration kortikaler Interneurone 
beteiligt zu sein und dem Eintritt in den Neokortex zu fördern (Lopez-Bendito et al., 
2003; Crandall et al., 2007; Avila et al., 2013). 
Interneurone migrieren im sich entwickelnden Kortex in distinkten Strömen in der 
Marginalzone (MZ), Subplatte (SP), der Intermediärzone (IZZ) und der 
Subventrikular-/Ventrikularzone (SVZ/VZ) (Abb. 3;(Guo und Anton, 2014)). Zu 
gewissen Anteilen scheint die Wahl des entsprechenden kortikalen 
Migrationsstromes intrinsisch determiniert zu sein und abhängig vom Zeitpunkt und 
Herkunft der migrierenden Interneurone zu sein (Guo und Anton, 2014). So konnten 
Expressionsstudien eine Reihe von Lenkungsrezeptoren und intrazellulären 
Modulatorproteinen unterschiedlich exprimiert zwischen MZ- und IZ-migrierenden 
Interneuronen herausstellen (Antypa et al., 2011). In Kombination mit extrinsischen 
Faktoren, wie dem in der Marginalzone sezernierten Lenkungsmolekül Netrin 1 
(Stanco et al., 2009), und auch durch Positionsinformation, die von kortikalen 
Cajal-Retzius Zellen vermittelt werden (Shinozaki et al., 2002; Alcantara et al., 2006; 
Zarbalis et al., 2012), können Routen-Priorisierungen realisiert werden. Haben 
Interneurone ihr Zielareal erreicht, wechseln sie von tangentialer zu radialer 
Migration um sich in die entsprechende kortikale Schicht zu integrieren (Abb. 3; 
(Marin, 2013; Guo und Anton, 2014; Laclef und Metin, 2017). Die genauen 
Mechanismen hinsichtlich dem Übergang von tangentialer zu radialer Migration sind 
noch ungeklärt, jedoch scheint eine verringerte Resonanz auf den chemokinen 
Faktor CXCL12 hierbei eine Rolle zu spielen (Li et al., 2008; Lysko et al., 2011). 
Des Weiteren sind morphologische Veränderungen entscheidend für die tangential-
radiale Richtungsänderungen, welche in kortikalen Interneuronen zum Beispiel 




2.4. Die Morphologie von tangential migrierenden Interneuronen 
Die Ausbildung eines prominenten Führungsfortsatzes, dessen Verzweigungen und 
die Translokation des Zellkerns sind entscheidende Grundlagen für die 
typischerweise Gliazellen-unabhängige tangentiale Migration von unreifen 
kortikalen Interneuronen durch das basale Telenzephalon (Abb. 4; (Nadarajah und 
Parnavelas, 2002; Marin und Rubenstein, 2003)). Dabei orientieren sich die 
Führungsfortsätze zur Detektion von Umgebungssignalen nicht wie bei 
Projektionsneuronen stetig um, sondern verzweigen sich fortwährend neu, was das 
schnellere Absuchen eines größeren Areals ermöglichen soll (Britto et al., 2009; 
Martini et al., 2009; Marin et al., 2010). 
Attraktive Signale führen zur Stabilisierung einer Fortsatzverzweigung und einer 
typischerweise zweiphasigen Nukleokinese in dessen Richtung (Morris et al., 1998; 
Walsh und Goffinet, 2000; Ridley et al., 2003; Bellion et al., 2005; Britto et al., 2009; 
Marin et al., 2010; Yanagida et al., 2012; Peyre et al., 2015; Tielens et al., 2016). 
Zuerst kommt es zu einer zytoplasmatischen Schwellung im stabilisierten Fortsatz, 
in welche Zentrosom und weitere Organellen verschoben werden (Bellion et al., 
2005; Schaar und McConnell, 2005; Tsai und Gleeson, 2005). Als nächstes erfolgt 
die Translokation des Nukleus und abschließend werden destabilisierte Fortsätze 
zurückgebildet. Insgesamt ergibt sich dabei für tangential migrierende Interneurone 
eine saltatorische Migrationsdynamik (Polleux et al., 2002; Bellion et al., 2005; 
Valiente und Marin, 2010).  
 
Abbildung 4: Die typische Morphologie migrierender Interneurone. Unreife Interneurone migrieren 
unabhängig von radialen Gliazellen durch saltatorische Fortbewegung über die Ausbildung von 
Führungsfortsätzen und der Translokation des Zellkerns in Migrationsrichtung. Führungsfortsätze zeigen dabei 
eine hochfrequente Verzweigung zur Realisierung von Richtungsänderungen. Attraktive Umgebungssignale 
führen zur Stabilisierung einer Fortsatzverzweigung und der Rückbildung der anderen. Die Nukleokinese erfolgt 
in zwei Schritten. 1. Bildung einer axonalen Schwellung, in welche das Zentrosom und weitere Organellen 
verlagert werden, 2. zytoskelettale Kräfte induzieren die Translokation des Nukleus. Abschließend erfolgt die 




Die Kinetik der Ausbildung und Verzweigung des Führungsfortsatzes, sowie der 
Nukleokinese wird dabei durch Aktin-Myosin-Kontraktionen und Veränderungen im 
Mikrotubuli-Netzwerk reguliert (Friocourt et al., 2007; Martini et al., 2009; Martini und 
Valdeolmillos, 2010; Steinecke et al., 2014; Tielens et al., 2016). Die Modulierung 
der Aktin-Myosin-Kontraktilität wird durch Mitglieder der Rho-Proteinfamilie (Rho, 
Rac, CDC42) vermittelt (Heasman und Ridley, 2008; Govek et al., 2011). Jene 
interagieren mit einer Vielzahl an Proteinkinasen, die darauffolgend extra- und 
intrazulläre Signale für die Lenkung während der Migration durch 
Phosphorylierungen weitergeben können (Maekawa et al., 1999; Schmandke et al., 
2007). So bewirkten zum Beispiel Manipulationen des Aktivitätslevels der GTPase 
RhoA durch Deletion der Proteinkinase p27 in unreifen kortikalen Interneuronen 
aufgrund einer Hyperaktivierung von Myosin-II relevante migratorische Defekte 
(Besson et al., 2004; Godin et al., 2012). Des Weiteren scheinen insbesondere 
p21-aktivierten Kinasen (PAK) distinkte Funktionen bei der Regulation von 
Rho-Proteinen zu haben und über diverse Mechanismen zu wirken (Zhao und 
Manser, 2005). Defekte entsprechender Proteine des Zytoskeletts und ihrer 
Regulatoren führen häufig zu Defiziten in der Zellmigration und einem vorzeitigem 
Zelltod (Bellion et al., 2005; Schaar und McConnell, 2005; Martini und Valdeolmillos, 
2010; Steinecke et al., 2014). 
2.5. Das Überleben von Interneuronen während der Migration und Reifung 
Zur Sicherung der Etablierung eines ausgeglichenen Netzwerkes von Exzitation 
und Inhibition, führen Defekte in relevanten Entwicklungsprozessen von 
Interneuronen in vielen Fällen zu einer erhöhten Zellmortalität (Uribe und Wix, 
2012). Auch wenn alternative Wege existieren (Yuan et al., 2003), werden 
neuronale Zellen in den meisten Fällen durch den programmierten Zelltod eliminiert 
(Buss et al., 2006; Dekkers und Barde, 2013). Hierbei existieren verschiedenste 
Proteinfamilien in quervernetzten Signalwegen, welche die Integration und 
Prozessierung von extra- und intrazellulären Signalen und die Aktivierung von 
Zelltod- oder Überlebensprogrammen realisieren (Dekkers und Barde, 2013; 
Kristiansen und Ham, 2014; Pfisterer und Khodosevich, 2017). In neuronalen Zellen 
regulieren neben einer Vielzahl anderer Faktoren, unter anderem Mitogen-aktivierte 




ihrer Entwicklung (Morrison et al., 2002). Dabei existieren in beiden Proteinfamilien 
sowohl Mitglieder, die für das Überleben fördernde Effekte vermitteln, als auch 
solche, die Zelltod-induzierende Signalkaskaden aktivieren (Fukunaga und 
Miyamoto, 1998; Akhtar et al., 2004). 
Abseits von Defekten, ist eine regulierte Phase des postnatalen 
Interneuron-Sterbens essentiell für die Justierung der adäquaten Zellzahl im adulten 
Kortex, da Interneurone während der Gehirnentwicklung in größerer Anzahl 
entstehen als final für die Funktionalität kortikaler Schaltkreise benötigt werden 
(Miller, 1995; Southwell et al., 2012; Denaxa et al., 2017). Hierbei scheinen 
apoptotische Abläufe intrinsisch determiniert zu sein, wie Transplantations-
experimente von embryonalen unreifen Interneuronen in den postnatalen Kortex 
zeigten (Southwell et al., 2012). In jenen Interneuronen wurde die Apoptose in 
einem ähnlichen Zellalter aktiviert, wie auch in sich endogen entwickelten kortikalen 
Interneuronen. Das Ausmaß des Interneuron-Sterbens während der kritischen 
postnatalen Phase scheint jedoch zu einem gewissen Maß plastisch zu sein und 
Zelltyp-spezifisch durch neuronale Netzwerkaktivität beeinflusst zu werden (Denaxa 
et al., 2017). So scheint es vielmehr eine Kombination eines intrinsisch 
determinierten Zellschicksals und extrinsischen Faktoren zu sein, welche das 
Überleben zumindest in der kritischen postnatalen Phase regulieren. 
2.6. LIM-Homeobox-Transkriptionsfaktoren in der Entwicklung 
von Interneuronen 
Die zeitlich und räumlich distinkte Expression von Transkriptionsfaktoren spielt für 
Entwicklung der unterschiedlichen Subtypen kortikaler Interneurone eine 
entscheidende Rolle (Puelles und Rubenstein, 1993; Puelles und Rubenstein, 2003; 
Cobos et al., 2006; Flames et al., 2007). In MGE-abstammenden Interneuronen ist 
zum Beispiel die Expression von LHX6 entscheidend für die adäquate tangentiale 
Migration, die Integration in entsprechende kortikale Schichten und die Ausbildung 
entsprechender Subtyp-spezifischen Charakteristiken (Alifragis et al., 2004; Liodis 
et al., 2007; Zhao et al., 2008; Neves et al., 2013). Mit seinen zwei typischen 
LIM-Domänen und der für die DNA-Bindung wichtigen Homeodomäne (HD) gehört 
LHX6 zu der Familie der LIM-Homeobox (LIM-HD)-Transkriptionsfaktoren (HD vom 




Westphal, 2000; Zheng und Zhao, 2007) (Dawid et al., 1998; Dawid und Chitnis, 
2001). Homeobox-Gene kodieren dabei in der Regel immer für entscheidende 
Transkriptionsfaktoren, die während der Embryonalentwicklung den grundlegenden 
Bauplan eines Organismus festlegen und durch die Regulation untergeordneter 
Genkaskaden wichtige Zell- und Gewebe-spezifizierende Prozesse steuern 
(Gehring et al., 1994; Banerjee-Basu und Baxevanis, 2001). Mutationen in 
homeotischen Genen sind daher meist letal (Mallo et al., 2010; Philippidou und 
Dasen, 2013). Zusätzlich zur Homeodomäne verfügen LIM-HD-Proteine noch über 
zwei evolutionär stark konservierte Cystein-reiche Zinkfingermotive, die in dieser 
Transkriptionsfaktorfamilie vor allem Protein-Protein-Interaktionen vermitteln 
(Sanchez-Garcia et al., 1993; Kuroda et al., 1996; Zheng und Zhao, 2007). Somit 
kann eine spezifische Aktivität insbesondere über die Interaktion mit 
verschiedensten Kofaktoren und der Beteiligung an unterschiedlichen 
Transkriptionskomplexen realisiert werden (Dawid et al., 1998). Gemeinsam haben 
die meisten Vertreter jedoch eine intensive Beteiligung an zerebralen 
Entwicklungsprozessen und Mutationen führen oft zu starken Fehlbildungen und 
frühzeitigem Abort (Zheng und Zhao, 2007). Zum Beispiel führt der Verlust der Lhx2 
Expression zur teilweisen und kompletten Fehlbildung der Augenanlagen, 
Hypoplasie des Neokortex und Aplasie der hippocampalen Anlagen (Porter et al., 
1997; Bulchand et al., 2001). Noch weitreichender sind die Folgen eines totalen 
Lhx1 Knockouts, der zum kompletten Verlust des Vorder- und Mittelhirns führt 
(Shawlot und Behringer, 1995; Hukriede et al., 2003). Ähnlich wie LHX2 hat auch 
der LIM-HD-Transkriptionsfaktor LHX1 nicht nur Funktionen in der Organogenese, 
sondern auch bei der Fetogenese. Diesbezüglich reguliert LHX1 neben der 
Differenzierung von Purkinje-Zellen im Cerebellum (Zhao et al., 2007) und der 
Migration von Motorneuronen im Rückenmark (Palmesino et al., 2010), 
insbesondere die Entwicklung von spinalen Interneuronen (Pillai et al., 2007). 
Inwieweit LHX1 auch für die Entwicklung kortikaler Interneurone relevant ist, wurde 
bisher noch nicht untersucht. Interessanterweise zeigte Lhx1 eine signifikant 
erhöhte Expression im embryonalen präoptischen Areal, verglichen zur MGE, wie 
mittels Next Generation Sequencing (Pensold et al., 2016) und qPCR 





2.7. DNA-Methylierung und die Vernetzung mit Histonmodifikationen 
Die große Vielfalt an neuronalen Subtypen beruht auf spezifischen Entwicklungs-
programmen, welche über die strikte Regulation einer differenten Genexpression 
realisiert werden. Epigenetische Mechanismen stehen dabei mehr als je zuvor im 
Mittelpunkt des Forschungsinteresses (Kim et al., 2009; Murrell et al., 2013; 
Cholewa-Waclaw et al., 2016). Epigenetische Expressionskontrolle wird durch 
RNA-Derivate, Histonmodifikationen und DNA-Methylierungen in einem teils 
komplexen Regulationsnetzwerk vermittelt (Chuang und Jones, 2007; Zhang und 
Pradhan, 2014).  
DNA-Methyltransferasen (DNMT) übertragen Methylgruppen auf spezifische 
Cytosine der DNA und stark methylierte DNA-Bereiche sind zumeist mit einer 
verminderter Expression der entsprechenden Gene assoziiert (Fagiolini et al., 2009; 
Jin et al., 2011; Akbarian et al., 2013). Dabei rücken zusätzlich zu Promotorregionen 
auch intra- und extragene Bereiche hinsichtlich des Regulationspotentials, 
insbesondere bei sich in der Differenzierung befindlichen Neurone, immer mehr in 
den Fokus (Lister et al., 2013; Jang et al., 2017). Im Gegensatz zu den „de novo“ 
Methyltransferasen DNMT3A und B (Okano et al., 1999), wurde die Rolle von 
DNMT1 lange Zeit vor allem in der Komplettierung der Methylierung nach der 
Zellteilung gesehen (Hermann et al., 2004; Hirasawa et al., 2008), da sie zu 
hemimethylierter DNA eine erhöhte Affinität aufweist (Bashtrykov et al., 2012; 
Bashtrykov et al., 2012). Diese Eigenschaft macht DNMT1 für proliferative Zellen 
enorm wichtig, wie der selektive Knockout von Dnmt1 in Zellen des Nervensystems 
belegt (Fan et al., 2001). Dieser führte, ähnlich wie die Deletion in sich teilenden 
somatischen Zellen, zu einer stark erhöhten Letalität (Li et al., 1992; Fan et al., 2001; 
Jackson-Grusby et al., 2001; Trowbridge et al., 2009; Sen et al., 2010). 
Die Expression von DNMT1 in postmitotischen Neuronen lässt vermuten, dass 
diese DNA-Methyltransferase auch unabhängig von der Methylierungserhaltung 
nach der Zellteilung weitere Funktionen hat (Chestnut et al., 2011; Kadriu et al., 
2012). Dies unterstützend führte eine konditionale Deletion von Dnmt1 in 
embryonalen, exzitatorischen und hippocampalen postmitotischen Neuronen zu 
Defekten in ihrer Reifung und einer erhöhten Zellmortalität (Hutnick et al., 2009). So 
konnte in jenen Zellen, sowohl während ihrer Entwicklung als auch im weiteren 




abnormalen Expression von Zelltod- und Reifegenen detektiert werden (Hutnick et 
al., 2009). Darüber hinaus scheint DNMT bei der Neurogenese eine frühzeitige 
astrogliale Differenzierung im sich entwickelnden Kortex durch Methylierung von 
Genen zu unterdrücken, die typischerweise in Astrozyten exprimiert werden (Fan et 
al., 2005). Auch die terminale Differenzierung und das Überleben von 
Fotorezeptoren und Interneuronen in der postnatalen Retina werden durch DNMT1 
gesichert (Rhee et al., 2012). 
Neben der wichtigen Rolle bei der neuronalen Entwicklung, hat die 
DNMT1-vermittelte DNA-Methylierung bei der Regulation von relevanten Genen an 
adulten Stadien und auch während des Alterns, sowie bei bestimmten 
neurologischen und -psychiatrischen Erkrankungen essentielle Funktionen (Liu et 
al., 2011; Johnson et al., 2012; Grayson und Guidotti, 2013; Baets et al., 2015; Jung 
und Pfeifer, 2015).       
Jedoch wird zunehmend deutlich, dass eine intensive Vernetzung mit 
Histonmodifikationen, darunter vor allem Acetylierung und Methylierung, die 
Genexpression regulieren und weniger die DNA-Methylierungen allein (Abb. 5; 
(Cedar und Bergman, 2009; Urdinguio et al., 2009; Du et al., 2015). Studien zeigen, 
dass unmethylierte DNA Regionen vermehrt mit acetylierten Histonen assoziiert 
sind und vice versa (Eden et al., 1998; Hashimshony et al., 2003). Es konnte eine 
Reihe von Proteinen charakterisiert werden, die eine Methyl-Cytosin-
Bindungsdomäne (MBD) besitzen und so Histon-Deacetylasen (HDAC) zu 
methylierten Regionen rekrutieren können (Jones et al., 1998; Nan et al., 1998). 
HDACs entfernen die Acetylierung an Histon H3 und H4, welche durch 
Histon-Acyteltransferasen (HAT) vermittelt werden und grundsätzlich zu einer 
Öffnung der Chromatin-Packungsdichte führen (Eberharter und Becker, 2002). Sie 
sind daher mit einer erleichterten Lesbarkeit der entsprechenden Gene verbunden 
(Eberharter und Becker, 2002). Veränderungen im Chromatin-Status werden dabei 
über den SWI/SNF Chromatin-Remodeling Komplex realisiert (Tang et al., 2010; 
Wu, 2012). Darüber hinaus gibt es auch deutliche Hinweise darauf, dass 
DNA-Methylierungen die Ausbildung von aktivierenden Histon-Methylierungen, zum 
Beispiel an H3K4 inhibieren und die von repressiven Methylierungen, wie an H3K9 
und H3K27 fördern (Hashimshony et al., 2003; Lande-Diner et al., 2007). Dies soll 
vor allem die Stilllegung entsprechender Gene sicherstellen. Dabei werden 




von H3 durch Histon-Methyltransferasen (HMT) durchgeführt, wohingegen Histon-
Demethylasen (HDM) die Methylgruppen entfernen. Eine direkte Interaktion von 
DNA- und Histonmethylierenden Enzymen ist über spezifische Bindungsdomänen 
möglich und reguliert einerseits die katalytische Aktivität des jeweiligen 
Bindungspartners und andererseits die Rekrutierung weiterer Proteine zur Bildung 
von regulatorischen Komplexen (Vire et al., 2006; Smallwood et al., 2007; Clements 
et al., 2012). 
 
 
Abbildung 5: Epigenetische Netzwerke regulieren die Genexpression. DNA-Methyltransferasen (DNMT) 
übertragen Methylgruppen auf Cytosine der DNA, was mit einer Repression entsprechende Gene assoziiert ist. 
Proteine mit einer Methyl-Cytosin-Bindedomäne (MBD) vermitteln die Interaktion von DNA-Methylierung mit 
weiteren epigentischen Mechanismen. Methylierung von Lysinen (K) an endständigen Aminosäureketten von 
Histon H3 (H3K9me2/3; H3K27me3) durch Histonmethyltransferasen (HMT) führen zur Genrepression. 
Histondemethylasen (HDM) reduzieren die Methylierung an Histonen. Eine verringerte Methylierung von H3K9 
und K27, zusammen mit einer erhöhte Methylierung von H3K4 unterstützt eine aktive Gentranskription. 
Histonacetylierung durch Histonacetyltransferasen (HAT) führt zur Öffnung der Packungsdichte des 
Chromatins, vermittelt durch Proteine der SWI/SNF-Familie. Histondeacetylasen (HDAC) führen zur 
Chromatinkondensation und Genrepression. In neurologischen und neuropsychiatrischen Erkrankungen ist 
oftmals die epigenetische Genregulation verändert. Therapiemöglichkeiten sind nur ansatzweise etabliert. Ac, 
acetyliert; DNMT, DNA-Methyltransferase; HAT, Histonacetyltransferasen; HDAC, Histondeacetylasen; HDM, 
Histondemethylasen; HMT, Histonmethyltransferasen; MBD, Methyl-Cytosin-Bindungsdomäne-Proteine; Met, 






Aberrante DNA-Methylierungs- und Histonmodifikationsprofile, zumeist verbunden 
mit veränderten Chromatinzuständen, sind bei der Manifestierung von 
entwicklungs-neurobiologischen und neurodegenerativen Krankheiten, sowie 
verschiedenster neurophysiologischer und -psychiatrischer Störungen beteiligt 
(Urdinguio et al., 2009). Epigenetische Therapieansätze bieten Möglichkeiten über 
die Applikation von HDAC Inhibitoren und von Medikamenten, die eine 
Demethylierung der DNA veranlassen, die Ausprägung einzelner Erkrankungen 
einzudämmen (Urdinguio et al., 2009; Heerboth et al., 2014). Jedoch mangelt es 





Für die adäquate Realisierung der für die postmitotische Entwicklung von 
Interneuronen relevanten Prozesse, wie der Migration und der Erhaltung der 
Zellvitalität, ist eine strenge Regulation der Genexpression von großer Bedeutung. 
Epigenetische Mechanismen wie die DNA-Methylierung bieten im Vergleich zur 
transkriptionellen Kontrolle durch Transkriptionsfaktoren eine übergeordnete 
globale Regulationsmöglichkeit. Ziel dieser Arbeit war es, die Rolle der 
DNA-Methyltransferase 1 (DNMT1), sowie des ihr untergeordneten LIM-Homeobox-
Transkriptionsfaktors LHX1 bei der embryonalen Entwicklung von 
POA-abstammenden Interneuronen aufzuklären. 
3.1. Charakterisierung des Einflusses von DNMT1 auf die postmitotische 
Entwicklung von POA-abstammenden Interneuronen 
Im ersten Abschnitt der Arbeit sollten umfassende phänotypische Analysen am 
Entwicklungstag E16 an konditionalen Hmx3-Cre/tdTomato wildtypischen und 
Hmx3-Cre/tdTomato/Dnmt1 loxP² Knockout-Mäusen durchgeführt werden um einen 
Einfluss von DNMT1 auf POA-abstammende Interneurone zu eruieren. In 
Knockout-Tieren wurde dabei Dnmt1 in der Interneuron-generierenden Population 
Hmx3-exprimierender postmitotischer POA-Zellen deletiert. Zur Charakterisierung 
der Morphologie und der Dynamik migrierender Dnmt1-defizienter Zellen dieser 
Mauslinie sollten an E16 morphologische Parameter in Hirnschnitten ausgewertet 
Desweiteren sollten Zeitrafferaufnahmen an kultivierten, organotypischen 
Hirnschnitten zur Analyse die Migration durchgeführt und analysiert werden. In 
diesem Zusammenhang sollte in vivo an kultivierten Primärzellen und 
immortalisierten Neuroblastomazellen untersucht werden, welche Rolle die durch 
DNMT1 regulierte Proteinkinase PAK6 bei der Regulation der Morphologie und 
Vitalität einnimmt.  
 
Da DNMT1 auch unabhängig von der direkten Methylierung von Gensequenzen die 
Expression einer Vielzahl von Transkripten reguliert, sollte darüber hinaus die 





Immunfluoreszenzdetektion im Allgemeinen und mittels Chromatinimmuno-
präzipitation (ChIP) für Pak6-Promotorbereiche im Speziellen analysiert werden. 
Damit ließen sich Rückschlüsse auf die Vernetzung epigenetischer Mechanismen 
in unreifen Interneuronen ziehen. 
3.2. Analyse der Rolle von LHX1 in der Migration und der Regulation des 
Überlebens unreifer Interneurone 
Im zweiten Abschnitt sollten die Funktionen des Transkriptionsfaktors LHX1 eruiert 
werden. Mittels ChIP gegen H3K27me3 sollte zuerst der von DNMT1 abhängige, 
jedoch DNA-Methylierungsunabhängige Regulationsmechanismus untersucht 
werden. Umfassende phänotypische Analysen von konditionalen 
Hmx3-Cre/tdTomato/Lhx1 loxP² Knockout-Mäusen an embryonalen als auch 
adulten Stadien sollten die entwicklungsrelevante Rolle von LHX1 bei der 
Regulation der Migration und der Vitalität unreifer POA-abstammender Interneurone 
herausstellen. Zur Validierung der Beobachtungen waren Knockdown-Versuche an 
kultivierten wildtypischen Primärzellen und immortalisierten N2a-Zellen notwendig. 
Dabei wurde die Zelltod-regulierende Funktion von LHX1 durch quantitative 
Expressionsbestimmungen von untergeordneten Apoptose-Regulatoren 
untersucht. Weiterhin wurde zur Aufklärung der gerichteten Migration von 
POA-abstammenden Interneuronen ein für die neuronale Migration relevanter 
Rezeptor - UNC5B - hinsichtlich seiner von Lhx1-abhängigen Expression in vitro 
analysiert. Hiermit sollte eine mögliche Beeinflussung des Rezeptorrepertoires 
migrierender Interneurone durch LHX1 initial adressiert werden, um so 
Rückschlüsse auf die Ursachen der tangentialen Migrationspräferenz jener Zellen 
machen zu können. 
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4. Material und Methoden 
4.1. Verwendete Organismen 
4.1.1. Versuchstiere, Haltung und Verpaarung 
Für diese Arbeit wurden Mäuse des Wildtypstammes C57Bl/6J und transgene 
Mäuse auf einem genetischen C57Bl/6J-Hintergrund verwendet. Für 
Untersuchungen wurden folgende transgenen Mäuse genutzt:  
 Hmx3-Cre/tdTomato/Dnmt1 und Hmx3-Cre/tdTomato/Lhx1 wildtypische 
Mäuse, abgekürzt mit Dnmt1 Wildtyp oder Dnmt1 WT, beziehungsweise 
Lhx1 Wildtyp oder Lhx1 WT 
 Hmx3-Cre/tdTomato/Dnmt1 loxP² und Hmx3-Cre/tdTomato/Lhx1 loxP² 
wildtypische Mäuse, abgekürzt mit Dnmt1 Knockout oder Dnmt1 KO, 
beziehungsweise Lhx1 Knockout oder Lhx1 KO 
Zur Etablierung der Wildtyp-Mauslinie wurden die Hm3-Cre Mauslinie (erhalten von 
Oscar Marin, King´s College, London, UK; (Gelman et al., 2009)) mit der tdTomato 
Reportermauslinie (erhalten von Christian Hübner, Universitätsklinikum Jena, 
Deutschland; (Madisen et al., 2010)) gekreuzt. Dabei entsprechen Dnmt1 WT und 
Lhx1 WT den gleichen wildtypischen Mäusen, sind zum Verständnis jedoch wie 
beschrieben benannt. Erst durch Kreuzung der Dnmt1/Lhx1 Wildtyp-Mauslinie mit 
Dnmt1 loxP² Mäusen (Dnmt1 KO; B6;129S-Dnmt1tm4Jae/J, Jaenisch Laboratory, 
Whitehead Institute, U.S.A.; (Jackson-Grusby et al., 2001)) oder Lhx1 loxP² Mäusen 
(Lhx1 KO; Nikita Williams, Holcombe Blv., Housten, U.S.A.; (Kwan und Behringer, 
2002)) wurden die unterschiedlichen Knockout-Mauslinien erstellt. 
Die Cre/loxP-vermittelte Deletion führt in Dnmt loxP² Mäusen zur Entfernung von 
Exon 4 und Exon 5 des Dnmt1 Gens, was in einem Dnmt1 Nullallel resultiert 
(Jackson-Grusby et al., 2001). In Lhx1 loxP² Mäusen induziert das Cre/loxP-System 
die Deletion der kodierenden Region des Lhx1 Gens, was ebenso in einem Nullallel 
resultiert (Kwan und Behringer, 2002). 
Die Haltung der Tiere entsprach den Richtlinien der Universität Jena und dem 
Universitätsklinikum Jena und erfolgte unter Standardbedingungen bei 21 °C 
und einen 12 h Hell-Dunkel-Rhythmus mit Wasser und Futter ad libidum.  
Zur terminierten Verpaarung der Mäuse wurden diese über Nacht 
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zusammengebracht und der Folgetag als Embryonaltag 1 (E1) festgelegt. Sowohl 
wildtypische als auch Dnmt1 und Lhx1 Knockout-Tiere zeigten keinen sichtbaren 
Belastungsphänotyp. 
4.1.2. Wirtsbakterien 
Zur Vervielfältigung der für die Herstellung von RNA-Sonden generierten Vektoren 
wurden chemisch kompetente Wirtsbakterien (Escherichia coli) des Stammes DH5α 
verwendet.  
4.1.3. Zellkulturlinien 
Immortalisierte Neuroblastoma (N2a)-Zellen wurden für die Analyse der 
Morphologie und der RNA- und Proteinexpression verwendet. Die Kultivierung 
erfolgte, solang nicht anders benannt, in Dulbecco's modified Eagle's Medium mit 
hohem Glucose-Gehalt (DMEM; Invitrogen, U.S.A) mit 10% Fetalem Kälberserum 
(FBS), 100 U/ml Penicillin (Pen) und 100 μg/ml Streptomycin (Strep) bei 37 °C, 
5% CO2 in einer humiden Atmosphäre. 
4.2. Zellbiologische Mechanismen 
4.2.1. Steriles und RNAse-freies Arbeiten 
Alle Arbeiten mit lebenden Zellen wurden soweit wie möglich unter sterilen 
Bedingung durchgeführt. Es wurden sterile Puffer, Medien, Gerätschaften, 
Glaswaren und Verbrauchsmaterialien verwendet. Flüssigkeiten wurden vor 
Nutzung entweder  21 min bei 120 °C autoklaviert oder steril filtriert. Gerätschaften, 
wurden zuvor mit 70 % Ethanol desinfiziert und Glaswaren entweder 21 min bei 
120 °C autoklaviert oder 6 h bei 180 °C erhitzt.  
Arbeiten zum Zwecke der Untersuchung von RNA wurden soweit wie möglich 
RNAse-frei durchgeführt. Flüssigkeiten ohne nukleophile Substanzen wurden mit 
0,1% Diethylpyrocarbonat (DEPC) für 60 min pro Liter behandelt und anschließend 
autoklaviert. Für alle eigens produzierten Puffer wurde doppelt destilliertes, 
DEPC-behandeltes Wasser verwendet. Arbeitsflächen und Gerätschaften wurden 
mit 70 % Ethanol und RNAse-Dekontaminationslösung (100 mM NaOH, 0.5% SDS) 
gereinigt. 
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4.2.2. Organentnahme und Präparation von Gehirngewebe 
Zur Organentnahme wurden Mäuse durch eine intraperitoneale Injektion einer 
Überdosis Chloralhydrat (2,5 µg pro g Mausgewicht) getötet. Zur Präparation 
adulter Mäuse erfolgte, nach Feststellung des Todes, die transkardiale Perfusion für 
5 min mit Phosphat-gepufferter Salzlösung (PBS, pH 7,4) zur Eliminierung von Blut 
aus dem Körperkreislauf, gefolgt von 5 min 4% Paraformaldehyd (PFA) in PBS 
(pH 7,4) zur Fixierung. Anschließend wurden die Gehirne präpariert und 24 h in 
4% PFA in PBS (pH 7.4) nachfixiert, sowie in 10% und 30% Sucrose in PBS (pH 7,4) 
cryo-geschützt. Jungtiere an P0 wurden direkt dekapitiert, ebenfalls 24 h in 4% PFA 
in PBS (pH 7.4) fixiert und anschließend cryo-geschützt.  
Zur Präparation von Embryonen wurden die Muttermäuse wie zuvor beschrieben 
mit Chloralhydrat (2,5 µg pro g Mausgewicht) getötet. Die Embryonen wurden 
präpariert und sofort dekapitiert. Die Köpfe wurden für 5-6 h entsprechend dem 
Altersstadium in 4% PFA in PBS (pH 7,4) fixiert und anschließend wie zuvor 
beschrieben cryo-geschützt. Gehirne für RNA-Detektionszwecke wurden unfixiert 
direkt nach der Präparation in flüssigem Stickstoff eingefroren. Die Lagerung 
erfolgte bei -80 °C. 
Gehirne zur Herstellung von Einzelzellen, sowie zur Anfertigung von 
organotypischen Hirnschnitten wurden steril in 4°C kalten Krebspuffer (126 mM 
NaCl, 2,5 mM KCl, 1,2 mM NaH2PO4, 1,2 mM MgCl2, 2,1 mM CaCl2, 10 mM D-
Glucose, 12,5 mM NaHCO3, pH 7,4) präpariert.  
4.2.3. Herstellung von Gehirnschnitten und Free-Floating Schnitten 
Embryonale und P0-Gefrierschnitte, für die Detektion von RNA und Proteinen, 
wurden mit Hilfe eines Kryotoms (CM1900, Leica) bei -22 °C hergestellt. Gefrorene 
Gehirne wurden hierfür mit Tissue TekTM auf dem Träger fixiert und anschließend 
alternierend in 20 µm oder 50 µm Dicke, koronal von anterior nach posterior 
geschnitten und auf Glasobjektträger (Superfrost Plus, Thermo Fisher Scientific, 
U.S.A.) aufgezogen. Hirnschnitte für RNA-Arbeiten wurden anschließend bei 55 °C 
für 30 min getrocknet. Hirnschnitte für die Proteindetektion wurden bei 
Raumtemperatur für 1 h getrocknet. Die Lagerung der Schnitte erfolgte bei -80 °C. 
Adulte Gehirne wurden koronal und sagittal in 30 µm Dicke am Mikrotom 
(SM2000R, Leica, Germany) hergestellt und in PBS bei 4°C gelagert.   
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4.2.4. Anfertigung organotypischer Hirnschnitte 
Zur Herstellung von organotypischen Lebendhirnschnitten wurden die präparierten 
embryonalen Gehirne in 4% Low Melt-Agarose (Sigma-Aldrich, Deutschland) in 
PBS (pH 7,4) eingebettet. Diese wurde zuvor aufgekocht und 15 min im Wasserbad 
bei 37 °C temperiert. Es folgte die Anfertigung von 300 µm dicken, koronalen 
Schnitten am Vibratom (VT1000S, Leica, Germany). Die Hirnschnitte wurden bei 
4 °C in Postholding Puffer (Krebspuffer, 10 mM HEPES, 100 U/ml Pen, 
100 U/ml Strep) gesammelt.  
4.2.5. Zeitrafferaufnahmen an organotypischen Hirnschnitten 
Zur Detektion der Migration von tdTomato-positiven Zellen des Dnmt1 Wildtypen 
und Knockouts wurden die angefertigten, organotypischen Gehirnschnitte initial 1 h 
in MEMα-Medium mit 10 % FBS, 100 U/ml Pen, 100 µg/ml Strep und 0.5% 
D-Glucose bei 37 °C, 5% CO2 in einer humiden Atmosphäre kultiviert. Anschließend 
wurden in Kulturschalen mit einer mit 2 mg/ml Collagen (Thermo Fisher Scientific, 
U.S.A.) beschichteten Petripem in Neurobasal-Medium (Invitrogen, U.S.A.) mit 
25 mM HEPES, 2% B27 Supplement (Invitrogen, U.S.A.), 100 U/ml Pen, 100 µg/ml 
Strep und 0.5% D-Glucose überführt und in einer Kammer bei 37°C kultiviert. 
Hierbei wurde mit dem invertierten Axio Cellobserver Z1 Fluoreszenzmikroskope 
mit Apotome (Zeiss, Germany) während 15 h Kultivierungsdauer jede 12 min eine 
Aufnahme eines festgelegten Bereichs im basalen Telenzephalon getätigt. Für 
weitere Analysen der Verteilung und Morphologie von Dnmt1 WT- und KO-Zellen 
wurden die Hirnschnitte nach Abschluss der Aufnahmen für 30 min in 4% PFA in 
PBS (pH 7,4) fixiert und anschließend auf Objektträger in Mowiol (Roth, Germany) 
eingebettet.  
4.2.6. Präparation von dissoziierten Einzelzellen   
Für eine Vielzahl von Untersuchungen zu morphologischen Parametern, dem 
Zelltod und der Expression von Proteinen wurden an E15 und E16 aus 
organotypischen Lebendhirnschnitten spezifische Areale präpariert und auf Eis in 
Hank‘s balanced salt solution (HBSS w/o Ca2+ and Mg2+; Invitrogen, Germany) mit 
0.65% D-Glucose gesammelt. Anschließend erfolgte eine Dissoziation des 
Gewebes mit 0.4% Trypsin in HBSS für 15 min bei 37 °C, welche durch Austauschs  
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des Medium zu DMEM/F12 mit 10% FBS, 100 U/ml Pen und 100 μg/ml Strep 
gestoppt wurde. Es folgte ein Waschschritt in HBSS mit 0,65% D-Glucose, die 
mechanische Dissoziierung mit Hilfe einer verengten Pasteurpipette und die 
Filterung der Zellsuspension durch ein Nylon-Netz (180 μm, Merck Millipore, 
Germany). Die Zellzahl wurde mittels Neubauer-Kammer ermittelt. 
Für Kultivierungszwecke wurden circa 260 Zellen/mm² in DMEM/F12 mit 10% FBS, 
100 U/ml Pen und 100 μg/ml Strep auf Laminin (19 μg/ml, Sigma-Aldrich, 
Deutschland)- und Poly-L-Lysine (5 g/ml, Sigma-Aldrich, Deutschland)-beschichtete 
Deckgläschen kultiviert. Für FACS-Anreicherungen wurden die Zellen nach der 
Ermittlung der Zellzahl in HBSS mit 0,65% D-Glucose belassen und 10 % FBS 
zugesetzt.   
4.2.7. siRNA- und Plasmid-Transfektion   
Die Transfektion von kultivierten primären POA- und MGE-Zellen, sowie von 
immortalisierten N2a-Zellen erfolgte durch Lipofektion mit Lipofectamin 2000 
(Thermo Fisher Scientific, U.S.A.) entsprechend den Herstellerangaben und wie in 
Pensold et al. (2016) beschrieben. Die Zellen wurden mit 50 nM Kontrol siRNA 
(BLOCK-iT Alexa Fluor red or green, 465318; Invitrogen, U.S.A.) und Dnmt1 siRNA 
(sc-35203, Santa Cruz Biotechnology), Pak6 siRNA (sc-44879, Santa Cruz 
Biotechnology) oder Lhx1 siRNA (sc-38709, Santa Cruz Biotechnology)  für 5 h in 
Opti-MEM I Reduced Serum Medium (Opti-MEM I RSM, Thermo Fisher Scientific) 
transfiziert. 
Die Transfektion des Pak6-GFP (MG216829, Origene, U.S.A.) und des Kontrol-GFP 
Expressionskonstrukt (pcMV-EGFP, Addgene, U.K.) erfolgte durch Zugabe von 
1 µg DNA pro ml Transfektionsansatz für 5 h in Opti-MEM I RSM.  
Die Zellen wurden nach der Transfektion in DMEM/F12 mit 10% FBS, 100 U/ml Pen 
und 100 μg/ml Strep über 24 h kultiviert, anschließend mit temperiertem 
PBS (pH 7,4) gewaschen und mit 4% PFA für 10 min fixiert. Nach der Fixierung 
wurden sie in PBS (pH 7,4) bei 4 °C bis zur Weiterverwendung gelagert.  
Für die Bestimmung der Effektivitäten der siRNAs wurden transfizierte Zellen nach 
24 h Kultivierung in Trizol®Reagent (Life Technologies, U.S.A.) bei -80 °C 
eingefroren und bis zur Weiterverwendung gelagert.  
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4.2.8. Kultivierung mit dem DNMT-Inhibitor RG108 
Zur Detektion von methylierungsspezifischen Effekten wurden kultivierte N2a-Zellen 
über 24 h mit 50 nM RG108 (N-Phthalyl-L-Tryptophan; Sigma-Aldrich, Deutschland) 
inkubiert. Kontrollzellen wurden mit der entsprechenden Menge an DMSO kultiviert, 
da RG108 in diesem gelöst vorlag. Im Anschluss wurden die Zellen in 
Trizol®Reagent (Life Technologies, U.S.A.) für RNA-Analysen bei -80 °C gelagert. 
4.2.9. FACS-Anreicherung von tdTomato-positiven Zellen 
Für die Anreicherung von Dnmt1 WT und KO-Zellen wurden an E16 das basale 
Telenzephalon und an P0 der Kortex präpariert. Anschließend erfolgte in 
Kooperation mit der Core Facility Flow Cytometry (FACS) am 
Fritz-Lipmann-Institut (FLI) Jena (Deutschland) die Sortierung der Zellen mit dem 
ARIA III FACS Sorter (BD Biosciences, U.S.A.). Entsprechend den in 
Pensold et al. (2016) detailliert beschriebenen technischen Bedingungen wurden 
vitale tdTomato-exprimierende Zellen in DMEM/F12, 10 % FBS, 100 U/ml Pen, 100 
g/ml Strep bei 4 °C gesammelt und durch Zentrifugation pelletiert. Das Zellpellet 
wurde zur Hälfte in Trizol®Reagent (Life Technologies, U.S.A.) für die RNA-Isolation 
und zur Hälfte ohne Zusätze zur Analyse von DNA direkt eingefroren und bei -80 °C 
bis zur Verwendung gelagert. 
4.3. Molekularbiologische Methoden 
4.3.1. Isolation von RNA und DNA 
Die RNA-Isolation der in Trizol®Reagent (Life Technologies, U.S.A.) befindlichen 
Zellen wurde standardmäßig nach Herstellerangaben durchgeführt. Anschließend 
wurden die Proben mit RNAse-freier DNAse (Qiagen, Niederlande) behandelt und 
auf ihre Integrität mittels Gelelektrophorese überprüft (Bioanalyzer, Agilent 
Technologies, Inc., U.S.A.). FACS-angereicherten Zellen wurden 0,2% GlycoBlue 
(Thermo Fisher Scientific, U.S.A.) während der RNA-Aufreinigung zur 
Visualisierung zugegeben und nach Herstellerangaben (Trizol®Reagent, Life 
Technologies, U.S.A.) entsprechend prozessiert.  
Die DNA Isolation von FACS-angereicherten tdTomato Zellen wurden mittels 
QIAamp DNA Micro Kit (Quiagen, Germany) nach Herstellerangaben durchgeführt 
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und ihre Integrität mittels Gelelektrophorese geprüft (Bioanalyzer, Agilent 
Technologies, Inc., U.S.A.). 
Die Reinheit und die Konzentration der präparierten RNA und DNA wurden wenn 
möglich zusätzlich über die photometrische Messung der optischen Dichte mit Hilfe 
des NanoDropTM1000 (Thermo Fisher Scientific, U.S.A.) analysiert. 
4.3.2. Immunopräzipitation methylierter DNA (MeDIP) 
Für die Genom-weite Analyse von Veränderungen der DNA-Methylierungsmuster 
wurde die Immunpräzipitation von DNA-Proben FAC-sortierter, embryonaler Dnmt1 
WT und KO-Zellen zur Anreicherung von 5-Methylcytosinen verwendet. Die 
Arbeiten wurden in Zusammenarbeit mit dem Transcriptome and Genome Analysis 
Laboratory (TAL) des Universitätsklinikum Göttingen (Deutschland) durchgeführt. 
Als Startmaterial wurden 100 ng genomische DNA verwendet und mittels MeDIP Kit 
von Zymo Research (Cat. N° D5101; U.S.A.) entsprechend der Herstellerangaben 
prozessiert. Anschließend wurden Illumina-kompatible Bibliotheken über das 
TruSeq Nano DNA Library Prep Kit (Ilumina, Cat. N° FC-121-4001, U.S.A.) erstellt 
und mittels HiSeq 2000 (Illumina, U.S.A) analysiert. Über Illumina CASAVA wurden 
die Proben demultiplext und deren Qualität mittels FASTQC 
(http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/) kontrolliert.  
Die Ergebnisse der Sequenzierungen wurden mit dem Genom von Mus musculus 
(mm10) über Bowtie 2 (versions 2.0.2) durch Verwendung von Standardparametern 
verglichen. Differenziell methylierte Regionen wurden mittels MEDIPS in R (version 
1.16.0; Lienhard et al., 2014). Hierfür wurde eine Einteilung in 700 bp und eine 
minimale Abdeckung von 5% der eingeteilten Bereiche als Parameter eingesetzt. 
Die detaillierte bioinformatische Analyse wurde vom TAL Göttingen nach Halder et 
al. (2016) durchgeführt. 
4.3.3. Next Generation Sequencing  
Zur Detektion der differenziellen Expression wurde die RNA von 
FACS-angereicherten Dnmt1 wildtypischen und Knockout-Zellen wie in 4.3.1 
beschrieben isoliert und am Transcriptome and Genome Analysis Laboratory (TAL) 
in Göttingen mittels Next Generation Sequencing untersucht. Die Bearbeitung und 
Auswertung erfolgte wie in Pensold et al. (2016) beschrieben. 
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4.3.4. Chromatin-Immunpräzipitation (ChIP) 
Zur Analyse von Unterschieden in der Assoziation von H3K27me3 mit spezifischen 
Genbereichen wurden Chromatin-Immunpräzipitationen (ChIP) durchgeführt.  
Dafür wurden N2a-Zellen nach ihrer Kultivierung mit Formaldehyd (1% final) 
quervernetzt. Die Zugabe von 0.125 M Glycin beendete die Reaktion und die 
Proben wurden anschließend bei 4 °C in PBS (pH 7,4) mit Protease-Inhibitoren 
(1 mM PMSF, 1 µg/ml Aprotinin, 1 µg/ml Pepstatin A; Serva, Deutschland) 
gewaschen und bei -80 °C gelagert. 
Das Startmaterial für jedes ChIP-Experiment waren circa 1x106 Zellen. Diese 
wurden in 400 µl SDS Lyse-Puffer (50 mM Tris-HCl [pH 8,1], 10 mM EDTA [pH 8,0], 
1% SDS) mit Protease-Inhibitoren (1 mM PMSF, 1 µg/ml Aprotinin, 1 µg/ml 
Pepstatin A; Serva, Deutschland) resuspendiert und 10 min bei 4 °C lysiert. 
Die Fragmentierung der DNA erfolgte in 30 Zyklen mit je 30 s Pause zwischen jedem 
Zyklus im Ultraschallwasserbad (Sonorex super 10P, Bandelin, Deutschland) bei 
4 °C und einer Leistung von 100 %. Nach jedem 10. Zyklus wurden die Proben 5 min 
auf Eis inkubiert. Nach der Zentrifugation (10 min, 13.000 rcf, 4°C) wurde der 
Überstand 10fach mit ChIP Dilution-Puffer (16,7 mM Tris-HCl [pH 8,1], 167 mM 
NaCl, 1,2 mM EDTA [pH 8,0], 1,1% Triton X-100, 0,01% SDS) mit Protease-
Inhibitoren (1 mM PMSF, 1 µg/ml Aprotinin, 1 µg/ml Pepstatin A; Serva, 
Deutschland) verdünnt und 1 % dieser Probe als Input-Kontrolle abgenommen. Je 
100 µl Probe wurden anschließend 3 µl Protein A Agarose/Salmon Sperm DNA 
(50% wässrig; Millipore, Deutschland) hinzugegeben und 30 min unter Rotation bei 
4 °C inkubiert.  
Nach der Zentrifugation (1 min, 1.000 rcf, 4°C) wurde der Überstand mit 4 µg/ml 
Antikörper 12 h unter Rotation bei 4 °C inkubiert. Es wurden folgende Antikörper in 
separaten Reaktionen verwendet: rabbit-anti-H3K27me3 (Millipore, Deutschland), 
Normal-rabbit-IgG  (Millipore, Deutschland). Dabei wurde der Normal-rabbit-IgG zur 
Ermittlung der durch IgG unspezifisch, gebundenen DNA-Menge verwendet. 
Zur Präzipitation der durch den Antikörper gebundenen DNA-Protein-Komplexe 
wurden pro 100 µl Probe mit je 3 µl Protein A Agarose/Salmon Sperm DNA 
(50% wässrig; Millipore, Deutschland) 1 h unter Rotation bei 4 °C inkubiert. Die 
Proben wurden zentrifugiert (1 min, 1.000 rcf, 4°C) und nacheinander je 5 min mit 
folgenden Puffern rotierend gewaschen: Low Salt Immune Complex-Waschpuffer 
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(20 mM Tris-HCl [pH 8,1], 150 mM NaCl, 2 mM EDTA [pH 8,0], 1% Triton X-100, 
0,1% SDS), High Salt Immune Complex-Waschpuffer (20 mM Tris-HCl [pH 8,1], 
500 mM NaCl, 2 mM EDTA [pH 8,0], 1% Triton X-100, 0,1% SDS), 
LiCl Immune Complex-Waschpuffer (16,7 mM Tris-HCl [pH 8,1], 250 mM LiCl, 
1 mM EDTA [pH 8,0], 1% Natriumdesoxycholat, 1% IGEPAL CA630), 2x TE Buffer 
(10 mM Tris-HCl [pH 8,1], 1 mM EDTA [pH 8,0]). Nach erneuter Zentrifugation 
(1 min, 1.000 rcf, 4°C) wurden zur pelletierten Agarose 250 µl frisch präparierter 
Elutionspuffer (1% SDS, 0,1M NaHCO3) hinzugegeben und 15 min bei 
Raumtemperatur rotierend inkubiert. Nach der Zentrifugation (1 min, 1.000 rcf, 4°C) 
wurde der Überstand in ein neues Reaktionsgefäß überführt und die Elution mit der 
verbliebenden Agarose wiederholt um ein finales Volumen von 500 µl Eluat zu 
erhalten.  
Im Anschluss an die Elution wurden die DNA-Protein-Quervernetzungen unter 
Zugabe von 20 µl 5M NaCl über 4 h bei 65 °C entfernt. Dies wurde auch mit der 
zuvor abgenommenen Input-Probe nach Verdünnen auf final 500 µl mit 
Elutionspuffer (1% SDS, 0,1M NaHCO3) zeitgleich durchgeführt. Es folgte der 
Proteinverdau unter Zugabe von 10 µl 0,5M EDTA, 20 µl 1M Tris-HCl (pH 6,5) und 
1,43 µl Proteinase K (14 mg/ml) für 1 h bei 45 °C.  
Abschließend wurde die Anreicherung und Aufreinigung der DNA durchgeführt. 
Nach Zugabe von 500 µl Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1) zur Probe 
erfolgte eine Inkubation für 30 min bei Raumtemperatur. Nach der Zentrifugation 
(45 min, 14.000 rcf, 4°C) erfolgte die weitere Aufreinigung entsprechend den 
Herstellerangaben des Zymo Research DNA Clean & Concentrator-5 Kits (U.S.A). 
Die Proben wurden in 30 µl DNAse-freiem Wasser eluiert und bei -80 °C gelagert.  
4.3.5. Amplifikation und Analysen durch Polymerasen-Kettenreaktion (PCR) 
Die PCRs wurden an folgenden Maschinen durchgeführt:  
 T-Gradienten PCR Maschine (Bio-rad, U.S.A.) oder T3000 Thermocycler 
(Biometra, Deutschland) für jegliche Standard-Amplifikationen 
  CFX96 qPCR System (Bio-rad, U.S.A.) für die quantitative 
Expressionsanalysen 
 Real-Time PCR-System qTOWER3/R (Analytik Jena, Deutschland) für die 
quantitative Analyse von ChIP-Proben 
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Bei Notwendigkeit wurden die PCR-Produkte per Gelelektrophorese im 
2% Agarosegel separiert und die Fragmentgrößen mittels DNA-Standard (Ares 
Bioscience, Deutschland) und mit Hilfe des Transiluminators Visi-Doc-ItTM Imaging 
Systems (UVP, Deutschland) analysiert.   
4.3.5.1. Genotypisierung und Standard-PCR 
Genotypisierungen wurden an DNA durchgeführt, welche durch alkalische Lyse 
(25 mM NaOH, 0,2 mM EDTA) der entsprechenden Schwanzbiopsien für 45 min bei 
95 °C und anschließender Neutralisierung (40 mM Tris-HCl) gewonnen wurde. Die 
PCR wurde mit einem Volumen von 20 µ und einer eingesetzten DNA-Menge 
zwischen 0,1-1 µg entsprechend der Herstellerangaben der verwendeten Taq DNA 
Polymerase (1,5 U, Invitrogen, U.S.A.) mit 10 pmol jedes Primer und 0,5 mM von 
jedem dNTP durchgeführt. Die verwendeten Primer und PCR-Programme sind  
nachfolgend in Tabelle 1-4 aufgeführt:  
 
Genotypisierung von Dnmt1 loxP² Stellen: 
PCR Programm: Primer: 
┌ 95°C, 30s Dnmt1 F: GGGCCAGTTGTGTGACTTGG 
37 x 58°C, 25s Dnmt1 R: CCTGGGCCTGGATCTTGGGGA 
└ 72°C, 30s  
 72°C, 2 min Fragmentgrößen: 
 4°C, ∞ Wildtyp: 334 bp 
  Dnmt1 loxP²: 368 bp 
Tabelle 1: Genotypisierung von Dnmt1 loxP² Stellen. Primer sind in 5`-3` Richtung angegeben. F, 
Fortwärtsprimer, R, Rückwärtsprimer. 
 
Genotypisierung von Lhx1 loxP² Stellen: 
PCR Programm: Primer: 
┌ 95°C, 30s Lhx1 F: ATCCAAATCCGCCTCACAGTAG 
35 x 65°C, 25s Lhx1 R: CAAAAACAAATCAAAAACCCAGAG 
└ 72°C, 45s  
 72°C, 10 min Fragmentgrößen: 
 4°C, ∞ Wildtyp: 451 bp 
  Lhx1 loxP²: 551 bp 
Tabelle 2: Genotypisierung von Lhx1 loxP²  Stellen. Primer sind in 5`-3` Richtung angegeben. F, 
Fortwärtsprimer, R, Rückwärtsprimer 
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Genotypisierung von tdTomato: 
PCR Programm: Primer: 
┌ 95°C, 30s oIMR9020-wt-F: AAGGGAGCTGCAGTGGAGTA 
37 x 61°C, 30s oIMR9021-wt-R: CCGAAAATCTGTGGGAAGTC 
└ 72°C, 1 min oIMR9103-mu-R: GGCATTAAAGCAGCGTATCC 
 72°C, 2 min oIMR9105-mu-F: CTGTTCCTGTACGGCATGG 
 4°C, ∞   
  Fragmentgrößen: 
  Wildtyp: 297 bp 
  Mutante 196 bp 
Tabelle 3: Genotypisierung von tdTomato Stellen. Primer sind in 5`-3` Richtung angegeben. F, 
Fortwärtsprimer, R, Rückwärtsprimer. 
 
Genotypisierung von Hmx3-Cre Stellen: 
PCR Programm: Primer: 
 94°C, 5 min iCre F: CTCTGACAGATGCCAGGACA 
┌ 94°C, 30s iCre R: TCTCTGCCCAGAGTCATCCT 
 67°C, 30s, -0,5°+0:00 Ano6 F: CTGGTAAACGTGGAAGAGCAC 
9 x R=3,0°/s+0:00°/s Ano6 R: GCTTTATGCCACCCCTTACAG 
 G=0,0 °C   
└ 72°C, 30s Fragmentgrößen: 
┌ 94°C, 30s Cre 394 bp 
25 x 62°C,30s Ano6 198 bp 
└ 72°C, 30s   
 72°C, 5min   
 4°C, ∞   
Tabelle 4: Genotypisierung von Cre und Ano6 Stellen. Primer sind in 5`-3` Richtung angegeben. Ano6 wurde 
als interne Positivkontrolle der PCR verwendet. F, Fortwärtsprimer, R, Rückwärtsprimer. 
 
4.3.5.2. Expressionsanalysen und siRNA-Validierung mittels quantitativer PCR  
RNA-Expressionsanalysen wurden mittels einer Einschritt-qPCR-Reaktion unter 
Verwendung des SuperScript III Platinum SYBR Green One-Step qRT-PCR Kit 
(Invitrogen, U.S.A.) entsprechend den Herstellerangaben bei 60 °C am CFX96 
qPCR System (Bio-rad, U.S.A.) durchgeführt. Die Primereffektivitäten wurden  mit 
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Temperaturgradienten-qPCR und RNA-Konzentrationsreihen zuvor validiert und in 
die nachfolgende Kalkulationen mit einbezogen. Alle erhaltenen Werte der qPCR 
Messungen wurden auf Rps29 und ActB normalisiert und über die ΔΔCt-Methode 
analysiert.  Es wurden je mindestens 3 unterschiedliche Experimente mit je 4 




Dnmt1 F Primer TGAGCATCGATGAGGAGATG  
 R Primer CGCATGGAACATCATCTGAC 134 bp 
Pak6 F Primer CTGTACGCTACTGAGGTGGA  
 R Primer GTACCAGCATCCGATCCAGG 193 bp 
Lhx1 F Primer GCTACACCCAAGCCCACAC  
 R Primer GCTGTTTCATCCTTCGCTCC 121 bp 
Ezh2 F Primer GAGAGTGTGACCCTGACCTC  
 R Primer ATCAGACGGTGCCAGCAG 128 bp 
Bcl2 F Primer ATCCAGGATAACGGAGGCTG  
 R Primer CTGAGCAGGGTCTTCAGAG 101 bp 
Bcl6 F Primer GGACATCTTGACGGACGTTG  
 R Primer CAGGAGGATGCAAAACCCCT 178 bp 
Fgfr1 F Primer CTCGGGGCATGGAGTATCTT  
 R Primer GAGCTAAGCCAAAGTCTGCG 114 bp 
Unc5b F Primer ACCCTTGGATCATGAGGTCC  
 R Primer AAGTTAGTGTCCTGAGCGGG 114 bp 
Ntn1 F Primer GCATCAAGATTCCTGTGGCG  
 R Primer ACGGAGATGATGTTCACGGT 208 bp 
Rps26 F Primer GAAGTTCGGCCAGGGTTCC  
 R Primer GAAGCCTATGTCCTTCGCGT 121 bp 
bAct F Primer AGAGGGAAATCGTGCGTGAC  
 R Primer CAATAGTGATGACCTGGCCGT 138 bp 
Tabelle 5: Verwendete Primer für die qPCR. Primer sind in 5`-3` Richtung angegeben. Die Fragmentgröße 
der entsprechenden Produkte ist angegeben. F, Fortwärtsprimer, R, Rückwärtsprimer. 
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Die Validierung der Effektivitäten der verwendeten siRNA`s wurde mittels qPCR an 
RNA-Proben von kultivierten N2a-Zellen, wie vorrangehend beschrieben 
(siehe 4.2.7), überprüft und sind in Tabelle 6 dargestellt. 
 
relative Expressionsreduktion zur Kontroll-siRNA 
Dnmt1 siRNA 67,54 ± 13,77% p = 1,27855E-05; *** 
Pak6 siRNA 67,19 ± 8,94% p = 2,68096E-06; *** 
Lhx1 siRNA 52,75 ± 13,7% p = 0,004138857; ** 
Tabelle 6: Effektivitäten der verwendeten synthetischen siRNA`s. Zur Bestimmung der 
Expressionsreduktion wurden die auf Rps29 und bAct normalisierten qPCR Werte in Relation zu den Werten 
von Kontroll-siRNA-behandelten Zellen gesetzt. Die und Ermittlung der Expression wurde jeweils in 3 
unterschiedlichen Experimenten durchgeführt. Zur Ermittlung der Signifikanz wurde ein Studentscher t-Test 
durchgeführt mit *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001. 
  
4.3.5.3. Voramplifikation und qPCR von ChIP-DNA-Proben 
Der quantitativen Messung der mittels ChIP erhaltenen DNA-Proben 
vorrausgehend, wurde eine Voramplifikation (Tab. 7) mit den entsprechenden 
Primern (Tab. 8) mit dem nach Herstellerangaben verwendeten innuMIX qPCR 
MasterMix SyGreen qPCR Kit (Analytik Jena, Deutschland) durchgeführt.  Die 
Primer-spezifische Voramplifikation wurde in einer PCR-Reaktion mit den 
relevanten Proben, der Input-Kontrolle und der IgG-Kontrolle gleichzeitig 
durchgeführt. Hierfür wurden in 15 µl Reaktionsansätzen je 2 µl DNA eingesetzt und 




┌ 95°C, 25s 
20 x  
└  60°C, 40s 
 4°C, ∞ 
Tabelle 7: Voramplifikation der ChIP-DNA-Proben. Die PCR wurde mit spezifischen Primern (Tabelle 8) 
durchgeführt unter Verwendung des innuMIX qPCR MasterMix SyGreen (Analytik Jena, Deutschland) an der 
T-Gradienten PCR Maschine (Bio-rad, U.S.A.) durchgeführt. 
 
Im Anschluss erfolgte aufgrund von zügigen Degradationseffekten die sofortige 
quantitative Expressionsanalyse am Real-Time PCR-System qTOWER3/G (Analytik 
Jena, Deutschland). Hierfür wurden 2 µl der Voramplifikation mit 3 µl entsprechend 
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den Herstellerangaben zubereiteten, primer-spezifischen innuMIX qPCR MasterMix 




Pak6 #1 F Primer TCTCACTCTCAGAAGCCAGG  
 R Primer AGCGTAGATCAGAGTGGGTG 129 bp 
Pak6 #2 F Primer ACACTGTGCTTCTCCCTAGG  
 R Primer TTCTCTCCGCTCCTTTCTCC 114 bp 
Pak6 #3 F Primer CGCTGCTGAAGTTCTTCTGG  
 R Primer GGCCCTTCTTACCGTCAGAT 81 bp 
Lhx1 #1 F Primer AGACCTCTGATCCGAAGCTG  
 R Primer AACGACTTCTTCCGGTGAGT 89 bp 
Lhx1 #2 F Primer GCCCCAATCATTTCTTCCCC  
 R Primer ACCCTGGTTTGTCACTCTGT 111 bp 
Lhx1 #3 F Primer GGCAACTGTCTGAATATCATGGT  
 R Primer TGACAGATTTGCAGGGCTTG 97 bp 
Tabelle 8: Primer für die qPCR von ChIP-DNA-Proben Primer sind in 5`-3` Richtung angegeben. Die 
Fragmentgröße der entsprechenden Produkte ist angegeben. F, Fortwärtsprimer, R, Rückwärtsprimer. 
 
Die Primereffektivitäten wurden mit Temperaturgradienten-qPCR und 
RNA-Konzentrationsreihen zuvor validiert. Es wurde mittels ΔΔCt-Methode 
analysiert. Die Normalisierung der Werte für spezifische Primerpositionen erfolgte 
in Relation zu den detektierten Input-Werten (Percent Input Methode, (Haring et al., 
2007))  Die entsprechenden Werte der IgG-Kontrolle dienen zur Visualisierung der 
Antikörper-bedingten, unspezifischen DNA-Detektion (Haring et al., 2007). 
qPCR ChIP-DNA-Proben: 
PCR Programm: 
┌ 95°C, 5s 
40 x  
└ 60°C, 20s 
 4°C, ∞ 
Tabelle 9: Quantitative PCR zur Bestimmung des DNA Gehalts nach ChIP. Die PCR wurde mit 
entsprechenden Primern und unter Verwendung des innuMIX qPCR MasterMix SyGreen (Analytik Jena, 
Deutschland) am Real-Time PCR-System qTOWER3/G (Analytik Jena, Deutschland) durchgeführt. 
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4.3.6. In situ Hybridisierung zur Detektion von mRNA 
Die Herstellung von RNA-Sonden wurde in zwei Schritten durchgeführt: 
 Synthetisierung der entsprechenden Sonden-cDNA-Sequenz mittels 
Polymerase-Kettenreaktion  
 Vervielfältigung der Sequenz per in vitro Transkription 
Die Synthetisierung erfolgte mittels Standard-PCR entsprechend den 
Herstellerangaben mit 1,5 U HotStart Taq-DNA Polymerase (Genaxxon bioscience, 
Germany) und 20 µmol jedes Primers (Lhx1 F: 5`-
GAGCTCCAGTGTCGCCAAAGAGAACA-3`; Lhx1 R: 5`-GATGCTGAAGAAGG 
GCGTTCCCATGG-3`). Es wurde das in Tabelle 7 illustrierte Amplifikations-
programm verwendet. Initial erfolgte jedoch eine Aktivierung der Taq-Polymerase 
für 5 min bei 95°C. Es folgte eine Standard-RNA-Präzipitation und Aufreiningung 
mit 0,6 M Natriumacetat und Ethanol (Rio et al., 2010). Die synthetisierte 
Fragmentgröße wurde mittels Gelelektrophorese überprüft. 
Die Primersequenzen enthalten Restriktionsstellen für SacI (5`-GAGAGCTC-3`) 
und KpnI (5`-CCATGG-3`), welche für die Klonierung der cDNA-Sequenz in die 
Multiple Cloning Site (MCS) des Vektors pBluescript II sk (-) benötigt werden. Hierfür 
wurden 3 μl der Plasmid- bzw. Insert-DNA in getrennten Reaktionsgefäßen mit 
jeweils 1 U der beiden fastDigest® Restriktionsenzyme SacI und KpnI (Thermo 
Fisher Scientific, U.S.A.) für 2 h bei 37 °C verdaut. Im Fall des Plasmids wurde für 
die Dephosphorylierung  1 U Calf Intestinal Alkaline Phosphatase (CIAP, Thermo 
Fisher Scientific, U.S.A.) hinzugegeben um eine Religation zu unterbinden.  
Anschließend erfolgt die Ligation des linearen Plasmidstranges mit der Insert-
Sequenz Verhältnis 1:5 mit 1 U Ligase (Invitrogen, U.S.A) für 30 min bei 
Raumtemperatur. Die Transformation von E. coli DH5α erfolgte mit 8 ng ligierter 
Plasmid-Insert-DNA durch Hitzschock bei 42 °C für 30 s. Nach selektiver 
Kultivierung (50 µg/ml Ampicillin) wurden die Klone mittels Standard-PCR und 
Gelelektrophorese auf die korrekte Insertgröße überprüft. Das Plasmid positiver 
Klone wurde mittels NucleoSpin® Plasmid MiniPrep Kit (Macherey&Nagel, 
Deutschland) entsprechend den Herstellerangaben angereichert und aufgereinigt. 
Die In vitro Transkription der antisense Sonde erfolgte nach der Linearisierung des 
Plasmids durch Restriktion mit 1 U Sac1 für 2 h bei 37 °C und Glättung der 
Schnittstellen mit 3 U T4-DNA-Polymerase (Invitrogen, U.S.A) und je 100 μM dNTP 
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bei  für 20 min bei 12 °C. Dabei wurde zur Synthese der Antisense-Sonde die 
T3 RNA-Polymerase (Thermo Fisher Scientific, U.S.A.) verwendet, welche eine 
Bindungsstelle im Plasmid besitzt. Die Reaktion wurde in einem Ansatz aus 1 μg 
linearisierter Plasmid-Insert-DNA, 20 U RiboLock™ RNase-Inhibitor (Invitrogen, 
U.S.A), 0,5 mM Digoxigenin-markierte dNTPs (Thermo Fisher Scientific, U.S.A.) 
und 40 U RNA-Polymerase (Thermo Fisher Scientific, U.S.A.) für 2 ℎ bei 37 °C 
durchgeführt. Naschließend wurde die Reaktion mit 0,05 M EDTA (pH 8) gestoppt 
und mittels 1 M LiCl und Ethanolfällung aufgereinigt (Rio et al., 2010)Die RNA-
Sonde wurde bei -80 °C gelagert. 
Die Detektion der RNA in Gewebeschnitten mit Digoxigenin-markierten 
RNA-Sonden umfasst folgende Schritte, die ausführlich in Zimmer et al. (2011) 
beschrieben sind und entsprechend durchgeführt wurden: 
 Nachfixierung und Umpufferung des Gewebes 
 Hybridisierung mit der RNA-Sonde 
 Detektion der Hybridisierung 
Die Hybridisierung mit der RNA-Sonde wurde bei 75 °C über 24 h durchgeführt. Die 
Visualisierung der detektierten RNA erfolgte über die Farbsubstratumsatzreaktion 
der alkalischer Phosphatase (Thermo Fisher Scientific, U.S.A.) von je 0,4 mM 
Nitoblau-Tetrazoliniumblau (NBT) und  5-Brom-4-chlor-3-indoxylphosphat (BCIP) 
über 48 h Inkubation unter Ausschluss von Licht.   
4.3.7. Immunfluoreszenzmarkierung an adulten Gehirnschnitten und 
kultivierten Einzelzellen 
Die Immunfluoreszenzmarkierungen adulter Gehirne wurden an koronalen, 
free-floating Hirnschnitten durchgeführt. Nach Waschen in PBS/0,2% Triton-X-100 
und Antigenretrieval für 20 min bei 90 °C in 10 mM Zitratpuffer mit 0,05% 
Tween20 (pH 6,0) erfolgte die Blockierung unspezifischer Antikörper-
Bindungsstellen mit 10% Normal-Ziegenserum (NGS), 4% Bovines Serumalbumin 
(BSA) in PBS/0,2% Triton X-100 für 1 h. Die Inkubation mit dem primären Antikörper 
erfolgte über 48 h in Blockierungslösung bei 4 °C. Nach anschließendem Waschen 
in PBS/0,2% Triton-X-100 wurde die Inkubation mit dem Sekundärantikörper über 
5 h in Blockierungslösung bei Raumtemperatur durchgeführt. Nach der Kernfärbung 
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mit DAPI (100 ng/ml in PBS; Molecular Probes, U.S.A.) für 10 min wurden die 
Schnitte in Mowiol eingebettet. 
Für die Immunfluoreszenzfärbung an kultivierten Einzelzellen erfolgte ein verkürztes 
Protokoll mit der primären Antikörperinkubation für 3 h, der sekundären 
Antikörperinkubation für 1 h und DAPI für 5 min. Dabei wurden stets 
PBS/0,1% Triton-X-100 verwendet und auf ein Antigenretrieval verzichtet. 
Folgenden primären Antikörper wurden verwendet: anti-TUBB3 (Sigma, 
Deutschland, 1:500). anti-H3K27me3 (Millipore, Deutschland, 1:300); anti-Ctip2 
(Abcam, U.K., 1:300), Cux2 (Santa Cruz, USA, 1:200). Folgende 
Sekundärantikörper wurden eingesetzt: goat Alexa488 anti-rabbit (Thermo Fisher 
Scientific, U.S.A., 1:1000), goat Cy5 anti-rat (Invitrogen, U.S.A., 1:1000).    
4.3.8. TUNEL-Apoptose Assay 
Zur Detektion von Zelltod in kultivierten Einzelzellen und an P0 Gefrierschnitten 
wurde die TUNEL-Methode (TdT-mediated dUTP-biotin nick end labeling) mittels 
dem ApopTag Fluorescein In situ Apoptosis Detection kit (Millipore, Germany) 
entsprechend den Herstellerangaben durchgeführt.  
4.4. Mikroskopie, Datenauswertung und Statistik 
Immunfluoreszenzfärbungen von adulten Hirnschnitten, sowie primären und 
immortalisierten Zellen und unbehandelte, embryonale Hirnschnitte der 
konditionalen Mauslinien wurden entweder mit dem invertierten, konfokalen 
Laserscan-Mikroskop TCS SP5 (Leica Microsystems, Germany) oder mit dem 
invertierten Durchlichtmikroskop Axio Cellobserver Z1 mit MosaiX Module und 
Apotome (Carl Zeiss Microscopy, Germany) aufgenommen. Die Visualisierung von 
in situ Hybridisierungen wurde mit dem Axio Cellobserver Z1 durchgeführt. Alle 
Bilder wurden mit der Fiji Software analysiert (Schindelin et al., 2012). 
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4.4.1. Quantifizierung von Zellmorphologie und -migration 
4.4.1.1. Analyse der Zellmorphologie in Gehirnschnitten und von Einzelzellen 
Die Morphologie der Zellen wurde in Gehirnschnitten anhand des 
tdTomato-Signales und in kultivierten primären und immortalisierten Einzelzellen 
anhand des detektierten TUBB3 Signals analysiert. Dabei wurden die Anzahl der 
Fortsätze vom Soma, die Länge aller Fortsätze und die Verzweigungspunkte des 
längsten Fortsatzes ausgewertet. Das Verhältnis der durchschnittlichen 
Neuritenlänge zur Länge des Führungsfortsatzes wurde bestimmt und zusammen 
mit der Verzweigungsrate und der Anzahl an Fortsätzen ergeben diese Daten die 
Komplexität einer Zelle. Die relative Komplexität benennt den Wert nach 
Normalisierung auf den Mittelwert der Komplexität von wildtypischen Zellen 
beziehungsweise Kontrollzellen.  
4.4.1.2. Analysen der Zellzahl und -lokalisation in Gehirnschnitten 
Zellen in adulten und embryonalen Gehirnschnitten der konditionalen Mauslinien 
wurden aufgrund ihrer tdTomato-Expression analysiert. Dabei wurden die Zellzahl 
und die Lokalisiation bestimmt.  
Die Kortizes adulter Tiere wurden in sagittale und kornonale Hirnschnitten 
Bregmen-, Areal- und Schichten-spezifisch ausgewertet. Dabei wurden für 
Sagittalschnitte Bregmen (Interaural) zwischen 1.44 - 1.92 und für Koronalschnitte 
Bregmen (Interaural) zwischen 3.34 - 4.78 analysiert. Dabei wurde zwischen 
somatosensorischen, motorischen und visuellen Kortex, sowie den kortikalen 
Schichten I-VI entsprechend dem Allen Brain Referenzatlas (http://mouse.brain-
map.org/static/atlas) unterschieden. Die Einteilungen wurden dabei anhand der 
DAPI-Markierung durchgeführt. Die Zellen im POA und Septum adulter Tiere 
wurden entsprechend am Bregma (Interaural) 0.32 für das POA beziehungsweise 
am Bregma (Interaural) 1.32 für das Septum ausgezählt.  
Zur Bestimmung der Zellzahl und -lokalisierung in embryonalen Hirnschnitten 
wurden diese in die drei Bereiche POA, basales Telenzephalon und Kortex 
entsprechend Abbildung 1A unterteilt. Dabei wurden die Fläche des POA aufgrund 
der Zelldichte von tdTomato-Zellen und die subpalliale-palliale Grenze aufgrund des 
DAPI-Signals bestimmt. Zellzahlen wurden zu Vergleichszwecken auf die Größe 
der ausgewerteten Fläche normalisiert und sind als Zelldichte angegeben. 





Abbildung 6: Einteilung des embryonalen koronalen Hirnschnittes in Zonen. (A) Zu Analysezwecken 
wurden koronalen E14 Hirnschnitte mit Hilfe von DAPI und tdTomato in POA, basales Telenzephalon (ohne 
POA) und Kortex eingeteilt und ausgewertet. Die Abtrennung zwischen Kortex und basalem Telenzephalon 
bildet die subpalliale-palliale Grenze. Das POA grenzt sich in konditionen Mäusen durch die hohe Dichte der 
tdTomato-positiven Zellen vom basalen Telenzephalon ab. Die Migrationsweiten (s) der subpallialen Zellen 
wurden vom Mittelpunkt des POA bis zum Mittelpunkt des Zellsomas gemessen. (B) Die Migrationsweiten (s) 
im Kortex entsprachen der direkten Strecke vom Mittelpunkt der subpallialen-pallialen Grenze bis zum 
Mittelpunkt des Zellsomas. (C) Das basale Telenzephalon von E16 Hirnschnitten wurde in Zone 1 und 2 
(zusammengefasst SMS) und Zone 3 (Tiefer TMS) über die Ausrichtung des Schnittes und in Abhängigkeit von 
der lateralen äußeren Biegung des Hirnschnittes eingeteilt. Der Kortex wurde anhand der Dichte von DAPI-
gefärbten Zellen in seine transienten Schichten (MZ, KP, SP, IZ und VZ/SVZ) unterteilt und ausgewertet. IZ, 
Intermediärzone; KP, Kortikalplatte; Ktx, Kortex; LGE, laterale ganglionische Eminenz (GE); MGE, mediale GE; 
MZ, Marginalzone; POA, präoptisches Areal; s, Migrationsstrecke; SMS, superfizieller Migrationsstrom; 
SP, Subplatte; Str, Striatum; TMS, tiefer Migrationsstrom; SVZ, Subventrikularzone; VZ, Ventrikularzone. 
 
4.4.1.3. Analyse von Migrationsweiten und -wegen in Gehirnschnitten 
Eine detaillierte Analyse der zurückgelegten Migrationsweiten durch das basale 
Telenzephalon und den Kortex in E14 Hirnschnitten wurden durch Messung der 
Distanz vom Startpunkt bis zum Mittelpunkt des Zellsomas detektiert (Abb. 6A). 
Dabei wurde für die Migrationsweiten im basalen Telenzephalon der Mittelpunkt des 
POA als Startpunkt aller Zellen gewählt. Für kortikalen Zellen wurde der Mittelpunkt 
der subpallialen-pallialen Grenze als Startpunkt gesetzt (Abb. 6B). Dabei wurden 
stets direkte Wege gemessen. 
Die Verteilung der Zellen im basalen Telenzephalon von E16 Tiere auf den 
superfiziellen und tiefen Migrationsweg (SMS, TMS) erfolgte nach Einteilung der 
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Hirnschnitte in entsprechende Zonen. Um eine größtmögliche Homologie zwischen 
unterschiedlichen Hirnschnitten zu ermöglichen wurde eine Dreiteilung des basalen 
Telenzephalons wie folgt durchgeführt (Abb. 6C): 
 rechtwinklige Ausrichtung des POA als unterste Punkt des Bildrandes 
 Abgrenzen der subpallialen-pallialen Grenzen anhand DAPI 
 Bildung einer Tangenten zur subpallialen-pallialen Grenze, welche das 
tdTomato-signaldichte POA vom basalen Telenzephalon abgrenzt 
 Dreiteilung beider abgrenzender Linien für die Einteilung der Zonen 
 als Abbild der lateralen, äußeren Biegung des Hirnschnittes erfolgte die 
Einteilung der Zone 1 
 Zonen 2 wurde mittels eine Gerade durch der mittleren Unterteilungen der 
Tangentialen eingeteilt und Zone 3 entsprach dem restlichem medialen 
Bereich 
Die Zone 1 und die Zonen 2 wurden zum superfiziellen Migrationsstrom (SMS) 
zusammengefasst und Zone 3 spiegelt den tiefen Migratonsweg (TMS) wieder. 
Die Zuteilung der Zellen an E16 zu transienten Schichten im Kortex wurde mittels 
DAPI und der daraus ersichtlichen Zelldichte durchgeführt (Abb. 6C). Es wurden 
folgende Einteilung vom Ventrikel ausgehend in dorsale Richtung vorgenommen 
(Vitalis und Rossier, 2011): Ventrikular/Subventrikularzone (VZ/SVZ), 
Intermediärzone (IZ), Subplate (SP), Kortikalplatte (KP) und Marginalzone (MZ).   
4.4.1.4. Analyse von Fluoreszenzintensitätsaufnahmen 
Die Analyse der Fluoreszenzintensitäten der am Axio Cellobserver Z1 mit MosaiX 
Module und Apotome (Carl Zeiss Microscopy, Germany) aufgenommenen Zellen  
wurde mittels Fiji Software durchgeführt (Schindelin et al., 2012). Die 
Normalisierung der im Zellsoma gemessenen, durchschnittlichen 









Die Anzahl der auswerteten Hemisphären und Zellen ist durch „n“ angegeben und 
stets in der entsprechenden Abbildungslegende konkretisiert. Die Auswertung der 
embryonalen und adulten murinen Gehirne erfolgte an mindestens drei nicht direkt 
verwandten Tieren. Es wurden, wenn nicht anders angegeben, je drei individuelle 
Experimente durchgeführt und zusammengefasst. 
Der Studentsche t-Test wurde zur Berechnung der statistischen Varianzen 
verwendet. Der Fisher Exakt-Test wurde für die statistische Auswertung der Analyse 
der Genontologischen Anreicherung verwendet. In beiden Tests spiegelt „p“ das 





Die große Vielfalt neuronaler Subtypen und deren korrekte Verschaltung bedarf 
einer strikten zeitlichen und zelltyp-spezifischen Regulation im Hinblick auf die 
Expression von Genen, welche distinkte Entwicklungsprogramme und die 
Funktionalität einzelner Zellgruppen bedingen.  
Der Regulation durch Transkriptionsfaktoren und Koregulatoren übergeordnet, 
stehen epigenetische Mechanismen mehr als je zuvor im Mittelpunkt der aktuellen 
Forschung (Kim et al., 2009; Murrell et al., 2013; Cholewa-Waclaw et al., 2016). 
Hierbei gilt neben der Regulierung durch RNA Derivate, sowie der Modifizierung 
von Aminosäuren an Histonproteinen, insbesondere die DNA Methylierung als 
essentieller Part eines komplexen Regulationsnetzwerks (Chuang und Jones, 2007; 
Zhang und Pradhan, 2014). Zusätzlich zu ihrer Funktion in der Methylierung von 
hemimethylierter DNA in sich teilenden Zellen, wurde die DNA Methyltransferase 1 
(DNMT1) ebenfalls in postmitotischen exzitatorischen Neuronen detektiert (Fan et 
al., 2005; Hutnick et al., 2009; Rhee et al., 2012).  
Welche Rolle DNMT1 bei der postmitotischen Entwicklung unreifer kortikaler 
Interneurone hat, ist weitestgehend unbekannt. Daher war die Aufklärung der 
Funktionen von DNMT1 bei der Regulation von entwicklungsrelevanten Prozessen 
unreifer Interneurone ein Hauptziel der vorliegenden Arbeit.  
Zu entscheidenden Entwicklungsprozessen zählen hierbei die Migration in 
entsprechende Zielareale, die Differenzierung in bestimmte Subtypen und das 
Überleben während des gesamten Entwicklungszeitraumes (Wamsley und Fishell, 
2017). Diese Prozesse werden oft durch spezifische Transkriptionsfaktoren 
reguliert. Welche potenzielle Funktionen hierbei der LIM-HD-Transkriptionsfaktor 
LHX1 hat und inwieweit er der Expressionskontrolle von DNMT1 unterliegt, sollten 






5.1. Die DNA-Methyltransferase 1 reguliert die Expression relevanter Gene 
in der Entwicklung von POA-abstammenden Interneuronen 
Das präoptische Areal (POA) ist eine der Ursprungsdomänen kortikaler 
Interneurone, welche zum Beispiel der Hmx3-exprimierenden Zellpopulation 
entstammen (Gelman et al., 2009; Gelman et al., 2011; Rubin und Kessaris, 2013). 
Mit Hilfe Einzelzell-basierter Transkriptomanalysen konnten wir Dnmt1 in 
postmitotischen POA-Zellen detektieren (Pensold et al., 2016). In Folge der 
konditionalen Deletion von Dnmt1 in Hmx3-exprimierenden POA-Zellen konnte 
mittels umfassender phänotypischer Analysen eine signifikante Reduktion jener 
Zellen im adulten Kortex ausgemacht werden (Pensold et al., 2016). Diese war nicht 
auf eine Umverteilung in andere Areale zurückzuführen (Pensold et al., 2016). 
Vergleichende Transkriptomanalysen von embryonalen FACS-angereicherten 
Zellen aus Hmx3-Cre/tdTomato/Dnmt1 wildtypischen (Dnmt1 Wildtyp; WT) und 
Hmx3-Cre/tdTomato/Dnmt1 loxP² (Dnmt1 Knockout; KO) Gehirnen deuteten darauf 
hin, dass DNMT1 in die Regulation von Migration- und Zelltod-assoziierten Genen 
involviert sein könnte (Pensold et al., 2016). Ziel dieser Arbeit war es, anhand 
umfassender deskriptiver und funktionaler Studien eine mögliche Rolle von DNMT1 
bei der Regulation der postmitotischen Entwicklung jener POA-abstammender 
Interneurone zu untersuchen. 
5.1.1. DNMT1 beeinflusst die tangentiale Migration POA-abstammender  
kortikaler Interneurone  
Zur Untersuchung der Fragestellung wurden phänotypische Analysen am 
Embryonaltag 16 (E16) durchgeführt und die Verteilung der zur Hmx3-Population 
gehörenden Zellen analysiert, welche das Reporterprotein tdTomato exprimierten 
(Abb. 7; (Gelman et al., 2009)).  
Zu diesem Entwicklungszeitpunkt zeigte sich eine deutliche Expression von 
tdTomato in Zellen der Subventrikularzone des präoptischen Areals, sowie in 
zahlreichen migratorisch aktiven Zellen, von denen einige bereits den zerebralen 
Kortex erreicht hatten (Abb. 7A, C). Vergleichbar mit der Reduktion kortikaler Zellen 
in Dnmt1-defizienten Mäusen adulter Stadien, zeigte sich bereits an E16 in Dnmt1 
Knockout-Tieren eine signifikante Verringerung der im Kortex lokalisierten Zellen 






Abbildung 7: Die tangentiale Migration POA-abstammender unreifer Interneurone wird durch DNMT1 
beeinflusst. (A, B) Schematische Darstellungen der Anzahl und Lokalisation von Zellen im POA (blau), im 
basalen Telenzephalon außerhalb des POA (grün) und im Kortex (rot) aus repräsentativen, 
koronalen Hirnschnitten von E16 Hmx3‑Cre/tdTomato/Dnmt1 wildtypischen (A; Dnmt1 WT) und 
Hmx3‑Cre/tdTomato/Dnmt1 loxP² Embryonen (B; Dnmt1 KO). (C-G) Überlagerte repräsentative, 
mikroskopische Aufnahmen von E16 Dnmt1 WT (C) und Dnmt1 KO (D) Kortizes mit DAPI (blau) und tdTomato 
(weiß), sowie dem basalen Telenzephalon des Dnmt1 WT (F) und des Dnmt1 KO (G) verdeutlichen die 
Zellverteilung. Die Quantifizierung der Migrationsweiten in (E) bezieht sich auf die Migrationsdistanz 
tdTomato-positiver Zellen im Kortex von lateral nach medial (n = 10 für Dnmt1 WT, n = 8 für Dnmt1 KO). 
(H) Für die Analysen der Migrationsweiten von tdTomato-positiven Zellen im basalen Telenzephalon dient der 
Abstand zwischen dem Mittelpunkt des POA und der subpallialen-pallialen Grenze. TdTomato-positive Zellen, 
die weniger weit als 20 % (schwarzer Balken), zwischen 20 bis 40 % (grauer Balken) und mehr als 40 % 
(weißer Balken) der Gesamtstrecke zwischen POA und Kortex migrierten, wurden in Gruppen zusammen-
gefasst (n = 10 für Dnmt1 WT, n = 8 für Dnmt1 KO). „n“ beschreibt die Anzahl der analysierten Hemisphären 
von jeweils 3 Embryonen pro Genotyp. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; Studentscher t-Test. Maßstabsbalken: 
200 μm in (C, D); 100 μm in (F, G). Ktx, Kortex; LGE, laterale ganglionische Eminenz (GE); MGE, mediale GE, 
POA, präoptisches Areal. 
 
Darüber hinaus wurde ersichtlich, dass an E16 wildtypische tdTomato-positive 
Zellen bereits signifikant weiter in den Kortex eingewandert waren als Dnmt1-
defiziente Zellen (Abb. 7E). 
Die Analyse der Zellverteilung im basalen Telenzephalon zeigte einen deutlich 
verringerten prozentualen Anteil an Dnmt1-defizienten Zellen, welche das POA 
verlassen hatten und tangential in Richtung Kortex wanderten (Abb. 7F-H). Im 




wurden nur 8,9 % ± 0,9 der Dnmt1-defizienten, tdTomato-positiven Zellen (n = 10 
Hemisphären von 3 Embryonen; **p < 0,01; Studentscher t-Test) an E16 außerhalb 
des POA detektiert. Auch konnten für Dnmt1-defiziente Zellen im Vergleich zu 
wildtypischen Zellen signifikant geringer zurückgelegte Distanzen zwischen POA 
und Kortex detektiert werden (Abb. 7H). 
Zusammengefasst deuten die verringerte Zellzahl migrierender Dnmt1-defizienter 
Zellen im Subpallium und Kortex, sowie die reduzierten Migrationsdistanzen auf 
eine Regulation der Wanderung jener POA-abstammenden postmitotischen Zellen 
durch DNMT1 hin. Dies wurde daher weiterführend untersucht. 
5.1.2. DNMT1 reguliert die Morphologie und das Überleben migrierender 
POA-abstammender Interneurone 
Die Ausbildung einer bipolaren Morphologie mit einem verzweigten 
Führungsfortsatz und einem Folgefortsatz ist charakteristisch für migrierende 
Interneurone (Nadarajah und Parnavelas, 2002; Marin und Rubenstein, 2003). Zur 
detaillierteren Analyse der Migration wurden tdTomato-positive E16-Zellen im 
basalen Telenzephalon von wildtypischen und Dnmt1 Knockout-Tieren hinsichtlich 
ihrer morphologischen Charakteristika untersucht (Abb. 8A, B).  
Obwohl sich die Länge des Führungsfortsatzes zwischen wildtypischen und 
Dnmt1-defizienten Zellen nicht signifikant unterschied (WT = 64,5 ± 5,8 µm; 
KO = 59,9 ± 3,0 µm; n = 22 Zellen für WT; n = 36 Zellen für KO; je 3 Gehirne; 
P = 0,554; Studentscher t-Test),  war die mittlere Länge aller weiteren von der Zelle 
ausgehenden Neuriten im Dnmt1 Knockout deutlich erhöht (Abb. 8C). Dies 
spiegelte sich auch im prozentualen Verhältnis der mittleren Neuritenlänge zur 
Länge des Führungsfortsatzes wieder (Abb. 8C). Weiterhin wurde bei 
Dnmt1-defizienten Zellen eine erhöhte Ausbildung von Verzweigungspunkten des 
längsten Fortsatzes deutlich (Abb. 8D). Zusammen ergeben diese Parameter eine 
signifikant erhöhte Komplexität und sprechen damit für einen Verlust der typischen 
migratorischen Morphologie in Folge der Dnmt1-Deletion (Abb. 8E). Dies könnte die 
migratorische Aktivität negativ beeinflussen und somit eine Erklärung für die 
verringerte Fraktion von migratorisch aktiven Zellen liefern, welche im basalen 








Abbildung 8: Dnmt1-defiziente Zellen weisen eine untypische komplexe Morphologie auf. 
(A, B) Invertierte mikroskopische Aufnahmen und illustrierte Darstellungen von repräsentativen tdTomato-
positven Zellen des basalen Telenzephalon aus 300 µm Vibratom-Schnitten von E16 
Hmx3-Cre/tdTomato/Dnmt1 wildtypischen (A, Dnmt1 WT) und Hmx3-Cre/tdTomato/Dnmt1 loxP² Embryonen 
(B, Dnmt1 KO). (C-F) Quantitative Analysen von Neuritenlänge und deren Relation zur durchschnittlichen Länge 
des Führungsfortsatzes (C), sowie der Anzahl an Verzweigungspunkten entlang des Führungsfortsatzes (D) 
verdeutlichen morphologische Unterschiede (n = 22 Zellen für Dnmt1 WT, n = 36 für Dnmt1 KO; je 3 Embryonen 
pro Genotyp). Der Führungsfortsatz ist definiert als der längste, vom Zellsoma abgehende Neurit. (E) Die relative 
Komplexität Dnmt1-defizienter Zellen entspricht dem Produkt aus der Anzahl an Neuriten vom Zellsoma, 
Verzweigungspunkten des Führungsfortsatzes und dem Verhältnis der Längen von Führungsfortsatz zu 
weiteren Neuriten, bezogen auf die durchschnittliche Komplexität wildtypischer Zellen. (F) Zellen mit typischer 
migratorischer Morphologie wurden anhand eines eindeutigem Führungs- und Folgefortsatz identifiziert (n = 
97 Zellen für Dnmt1 WT, n = 268 Zellen für Dnmt1 KO; je 3 Embryonen pro Genotyp). **p < 0,01; ***p < 0,001; 
Studentscher t-Test. Maßstabsbalken: 10 μm in (A, B). FF; Führungsfortsatz 
 
Die Annahme, dass der Verlust der typischen migratorischen Morphologie die 
Migration beeinträchtig, konnte mithilfe von Zeitraffer-Aufnahmen über 15 h an E15 
alten wildtypischen und Dnmt1-defizienten organotypischen Gehirnschnittkulturen 
bestätigt werden (Abb. 9). Hierfür wurden fluoreszente, tdTomato-positive Zellen 
aufgezeichnet, welche sich aus dem POA in das basale Telenzephalon bewegten 
(Abb. 9A-F). Wildtypische Zellen zeigten eine stereotype Fortbewegung mit der 
charakteristischen Ausbildung von Führungsfortsätzen und der darauffolgenden 
Translokation des Zellsomas in Migrationsrichtung (Abb. 9C, D, G, H; Film 1 & 2). 
Dagegen wiesen Dnmt1-defiziente Zellen eine insgesamt erhöhte Komplexität mit 
einer frühzeitigen Generierung von zahlreichen verzweigten Neuriten auf und waren 




Dies spiegelt sich auch in der Migrationsgeschwindigkeit wieder, welche auch alle 
nicht wandernden Neuriten-ausbildenden Zellen enthält. Diese war mit 
2,2 ± 0,4 μm/h in wildtypischen Zellen signifikant höher als in Dnmt1-defizienten 
Zellen war mit 0,9 ± 0,2 μm/h (n = 75 Zellen für WT von 3 Gehirnen, n = 130 Zellen 
für KO von 5 Gehirnen; **p < 0,01; Studentscher t-Test). Darüber hinaus zeigten 
Dnmt1-defiziente Zellen mit 2,5 ± 0,3 Translokationen des Zellsomas in Migrations-
richtung pro Stunde eine signifikant verringerte Häufigkeit im Vergleich zu wild-
typischen Zellen mit 5,8 ± 0,4 Translokation pro Stunde (n = 75 Zellen für WT von 
3 Gehirnen, n = 130 Zellen für KO von 5 Gehirnen; **p < 0,01; Studentscher t-Test). 
 
 
Abbildung 9: Die Migrationskapazität von Dnmt1-defizienten Zellen ist verringert. 
(A, B)  Durchlichtaufnahmen repräsentativer organotypischer Hirnschnitte von E15 Hmx3-Cre/tdTomato/Dnmt1 
wildtypischen (A, Dnmt1 WT) und Hmx3-Cre/tdTomato/Dnmt1 loxP² Embryonen (B, Dnmt1 KO ), die in Zeit-
rafferaufnahmen über 15 h mit 12 min Intervallen untersucht wurden. (C-F) Zeitlich farbkodierte Aufnahmen von 
Dnmt1 WT (C, D) und Dnmt1 KO (E, F) tdTomato-positiven Zellen aus dem basalen Telenzephalon außerhalb 
des POA, hervorgehoben durch den weißen Rahmen in (A) und (B). (G-J)  Zur Verdeutlichung der 
Fortbewegung dargestellten Illustrationen der jeweiligen wildtypischen Zellen (G, H), sowie den Dnmt1-
defizienten Zellen (I, J) an den entsprechenden Aufnahmezeitpunkten. Der Pfeil in (I) markiert eine Dnmt1-
defiziente Zelle mit zunehmender Fragmentierung des Zellkörpers. Maßstabsbalken: 500 µm in (A, B), 20 μm 
in (C-J). Ktx, Kortex; LGE, laterale ganglionische Eminenz (GE), MGE,  mediale GE; POA, präoptisches Areal. 
 
Zusätzlich zu den morphologischen und migratorischen Auffälligkeiten, konnte bei 
Dnmt1-defizienten Zellen eine erhöhte Zellkörperfragmentierung detektiert werden 
(Abb. 9I Pfeile), welche zusammen mit den Ergebnissen der Transkriptomanalysen 
(Pensold et al., 2016) auf ein verstärktes Auftreten von Zellsterben im 




Dies konnte durch TUNEL-Färbungen bestätigt werden, die im basalen Telenze-
phalon am postnatalen Tag 0 (P0) eine erhöhte Anzahl TUNEL-positiver Dnmt1-
defizienter Zellen ergab (Abb. 10A-C). Zellen, die den Kortex zu diesem Zeitpunkt 
erreicht hatten, zeigten dahingegen keine Unterschiede zum Wildtyp (Abb. 10C). 
Übereinstimmend mit dem früheren Entwicklungsstadium E16 wurde auch an P0 
eine deutliche Reduktion in der Anzahl von in den Kortex migrierten tdTomato-
positiven Zellen im konditionalen Dnmt1 Knockout detektiert (Abb. 10D-F).  
Zusammenfassend lässt sich somit annehmen, dass die Reduktion 
POA-abstammender kortikaler Zellen im Dnmt1 Knockout auf einer gestörten 
Migration basiert und durch eine verfrühte Ausbildung einer multipolaren 
Morphologie, sowie einer erhöhten Sterberate bedingt wird. Diese Prozesse 
unterliegen einer komplexen transkriptionellen Regulation von assoziierten Genen, 
in die DNMT1 involviert sein könnte. Daher sollten weitere Untersuchungen 
aufzeigen, ob relevante Faktoren der direkten Regulation von DNMT1 unterliegen. 
 
 
Abbildung 10: Frühzeitig ausdifferenzierte Zellen des Dnmt1 Knockouts zeigen erhöhte Sterberaten. 
(A-C) Überlagerte mikroskopische Detailaufnahmen des basalen Telenzephalon mit TUNEL (grün), tdTomato 
(rot) und DAPI (blau) aus bespielhaften Hemisphären von P0 Hmx3-Cre/tdTomato/Dnmt1 wildtypischen (A) und 
Hmx3-Cre/tdTomato/Dnmt1 loxP² Tieren (B). Quantifizierungen des Anteils sterbender TUNEL-positiver, 
tdTomato-positiver Zellen ist in (C) dargestellt (n = 5 Hemisphären von Dnmt1 WT und KO von 4 Embryonen). 
(D-F) Ausschnitte von überlagerten mikroskopischen Aufnahmen des Kortex mit tdTomato (weiß) und DAPI 
(blau) von repräsentativen Dnmt1 WT (D) und Dnmt1 KO Gehirnschnitten (E) zur Analyse der durchschnittliche 
Zelldichte (F; n = 5 Hemisphären von Dnmt1 WT und KO aus 4 Embryonen). *p < 0,05; Studentscher t-Test. 




5.1.3. Die Expression von Pak6 wird durch DNMT1 reguliert  
Die proliferativen Zonen des basalen Telenzephalons generieren während der 
Gehirnentwicklung eine große Vielfalt an neuronalen und glialen Zellen, zusätzlich 
zu den verschiedenen Subtypen an ausmigrierenden Interneuronen, bestimmt für 
verschiedene zerebrale Regionen (Kriegstein und Alvarez-Buylla, 2009; Laclef und 
Metin, 2017). Neben ebenfalls entstehenden residualen Zellen, die an ihrem 
Bildungsort verbleiben und ausdifferenzieren, befinden sich in den jeweiligen Zonen 
darüber hinaus auch einwandernde Zellen aus anderen Bereichen des sich 
entwickelnden Gehirns (Laclef und Metin, 2017).  Aufgrund dieser zellulären 
Heterogenität wurden zur Unterscheidung verschiedener Zellpopulationen und 
unterschiedlicher Differenzierungsstadien RNA-Expressionsanalysen auf Einzel-
zellniveau mittels Nanostring Technik durchgeführt und detektierte Transkripte 
quantitativ und qualitativ untersucht (Pensold et al., 2016).  
Auffällig war hierbei eine negative Korrelation der Expression von Dnmt1 und Pak6, 
kodierend für ein Mitglied der Familie der Serin/Threonin-Proteinkinasen, welche an 
der Regulation des Zytoskeletts und Zelltods beteiligt sind (Pensold et al., 2016; 
Kumar et al., 2017). Dies verdeutlichte sich auch in der signifikant geringeren 
Expression von Pak6 in Dnmt1-positiven Einzelzellen, welche als migrierende 
Population POA-abstammender Zellen identifiziert wurden (Pensold et al., 2016). 
Diese Daten weisen auf eine mögliche Repression der Pak6 Expression durch 
DNMT1 in jenen Zellen hin. Damit einhergehend zeigte sich auch im Vergleich der 
Expressionsdaten von FACS-angereichten Proben von Hmx3-Cre/tdTomato/Dnmt1 
wildtypischen und Hmx3-Cre/tdTomato/Dnmt1 loxP² Zellen ein starker Anstieg der 
Pak6 Expression in Folge der Deletion von Dnmt1 (Abb. 11A). Diese wurde für E16 
freundlicherweise von Daniel Pensold bereitgestellt. Zusammenfassend deuten die 
Ergebnisse auf eine DNMT1-abhängige Regulation der Pak6 Expression in 
migrierenden POA-abstammenden Zellen der Hmx3-Population hin, was die Frage 





5.1.4. Die Proteinkinase PAK6 besitzt sowohl Zellmorphologie- als auch 
Zelltod-regulierende Funktionen  
Interessanterweise konnte für PAK6 bereits eine Beteiligung am Neuritenwachstum 
und der Ausbildung komplexer Zellstrukturen bei kortikalen exzitatorischen 
Neuronen herausgestellt werden (Zhao et al., 2011). Ist die erhöhte Expression von 
PAK6 in Dnmt1 Knockout-Tieren somit möglicherweise an der gesteigerten 
Komplexität der embryonalen unreifen Interneurone aus dem POA beteiligt?  
Zur Beantwortung dieser Frage wurde in wildtypischen E14 POA-Einzelzellkulturen 
eine Überexpression von PAK6 induziert (Abb. 11B-D). Tatsächlich wurde eine 
deutliche Erhöhung der Komplexität dieser Zellen beobachtet (Abb. 11E). Da ein 
Teil der Zellen endogen Pak6 exprimiert (Pensold et al., 2016), konnten auch 
Knockdown-Experimente mit Hilfe von zielgerichteter siRNA an murinen 
POA-Einzelzellen durchgeführt werden. Übereinstimmend mit den Ergebnissen der 
Überexpression erzielte die spezifische Reduktion des Pak6-Expressionslevels den 
gegenteiligen Effekt, welcher sich in einer signifikant verringerten Komplexität der 
POA-Zellen darstellte (Abb. 11F-H). Dies deutet auf eine entscheidende Funktion 
des Proteins bei der Regulation der Ausdifferenzierung von POA-Zellen hin, welche 
in unreifen migrierenden Interneuronen aus diesem Areal mittels repressiver 
Expressionskontrolle von Pak6 durch DNMT1 unterbunden wird. 
Interessanterweise konnte am postnatalen Stadium P0 eine prominente Pak6 
Expression in wildtypischen POA-abstammende Zellen detektiert werden, welche 
im Kortex angelangt waren (Abb.  11A). PAK6 scheint somit auch in post-
migratorischen Differenzierungsprozessen dieser POA-abstammenden Sub-
population involviert zu sein. Diese These wird durch Untersuchungen von Cobos 
und Kollegen (2007) unterstützt, welche das ebenfalls zur Familie der 
Serin/Threonin-Proteinkinasen gehörende und Neuritenwachstum-regulierende 
Protein PAK3 in MGE-abstammenden Interneuronen, insbesondere nach Erreichen 
des Kortex, verstärkt exprimiert vorfanden. Zusätzlich zu den morphologischen 
Auffälligkeiten zeigten Zellen von Dnmt1 Knockout Tieren eine gesteigerte 
Mortalitätsrate, sowie eine signifikante Anreicherung von Zelltod-assoziierten 
Genen (Fig 10; (Pensold et al., 2016)). Studien an unterschiedlichen Zelllinien 
konnten verschiedenen Mitgliedern der PAK-Familie bereits Zelltod-regulierende 







Abbildung 11: PAK6 bewirkt morphologische Veränderungen in POA-Zellen. (A) Quantitative Analyse der 
Pak6 Expression mittels qPCR von FACS-angereicherten tdTomato-positiven Zellen des basalen 
Telenzephalons von E16 Hmx3-Cre/tdTomato/Dnmt1 wildtypischen und Hmx3-Cre/tdTomato/Dnmt1 loxP² 
Tieren und tdTomato-positiven Zellen des P0 Kortex Dnmt1 Wildtyp-Tiere (normalisiert gegen ActB und Rps29). 
(B) Schematische Abbildung eines koronalen, murinen Hirnschnittes veranschaulicht die an E14 für die 
Kultivierung von dissoziierten POA-Einzelzellen und Transfektion präparierte Region im basalen Telenzephalon 
(gestrichelte Linie). (C-H) Überlagerte, mikroskopische Aufnahmen zeigen exemplarisch kultvierte E14 (+1 DIV) 
Einzelzellen des POA von C57BL/6 Mäusen nach Kontroll- (C) und Pak6-GFP-Plasmid Transfektion (D), sowie 
Kontroll- (F) und Pak6 siRNA (G) -Transfektion mit GFP (C, D; grün), TUBB3 (F,G; grün) und DAPI (blau), 
entsprechend quantifiziert als relative Komplexität (E, H). Diese entspricht dem Produkt aus Neuritenanzahl, 
Anzahl an Verzweigungspunkten des Führungsfortsatzes und dem Verhältnis der Längen von Führungsfortsatz 
und weiterer Neuriten, jeweils in Bezug zur Kontrolltransfektion (n = 22 Zellen für Kontroll-Plasmid; n = 22 Zellen 
für Pak6-Plasmid; n = 36 Zellen für Kontroll-siRNA; n = 55 Zellen für Pak6 siRNA; je 3 verschiedenen 
Experimente). *p < 0,05; ***p < 0,001; Studentscher t-Test. Maßstabsbalken: 10 μm in (C, D, F, G). DIV, „days 
in vitro“; POA, präoptisches Areal. 
 
Inwieweit PAK6 neben der Morphologie auch Einfluss auf das Überleben 
POA-abstammender Zellen hat, wurde mit Hilfe des TUNEL-Assays an 
embryonalen Einzelzellen (E14) des POA untersucht. Nach siRNA-vermittelter 
Reduktion von Pak6 in vitro konnte in der Tat eine deutlich geringere Rate an 
TUNEL-positiven und somit sterbenden Zellen in wildtypischen POA-Einzelzellen 
detektiert werden (Abb. 12). Daraus ergibt sich die Annahme, dass PAK6 durchaus 
eine Rolle bei der Regulation des Überlebens POA-abstammender Zellen zu spielen 
scheint. 
Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass die Modulation der Pak6 
Expression in embryonalen POA-abstammenden Zellen in vitro einen Einfluss auf 
deren Morphologie und Überleben hat, wobei ein gesteigertes PAK6 Level mit einer 




Somit könnte die erhöhte Pak6 Expression in Dnmt1-defizienten Zellen durchaus 
zum Verlust ihrer migratorischen Morphologie und Kapazität beitragen, sowie eine 
erhöhte Mortalität nach sich ziehen. 
 
 
Abbildung 12: Die Reduktion der Pak6 Expression in POA-Zellen erhöht ihr Überleben. 
(A, B) Exemplarische Aufnahmen von Kontroll-siRNA (A) und Pak6 siRNA (B) -behandelten, kultvierten E14 
(+1 DIV) Einzelzellen des POA mit TUNEL (grün) und DAPI (blau) zur Darstellung des Anteils sterbender Zellen. 
(C) Quantifizierung des Anteils TUNEL-positiver Zellen (n = 316 Zellen für Kontroll-siRNA; n = 286 Zellen für 
Pak6 siRNA aus 3 verschiedenen Experimenten). *p < 0,05; Studentscher t-Test. Maßstabsbalken: 20 μm 
in (A, B). 
 
5.1.5. Die erhöhte Komplexität Dnmt1-defizienter POA-Zellen kann durch 
induzierte Pak6 Reduktion deutlich vemindert werden 
Inwiefern der Anstieg der Pak6 Expression für die, im Gegensatz zu wildtypischen 
Zellen, erhöhte morphologische Komplexität Dnmt1-defizienter POA-Zellen 
ursächlich ist, sollten weitere Untersuchungen herausstellen. Hierfür wurde in 
kultivierten E14 Zellen des Dnmt1 Knockouts das Pak6-Expressionslevel durch 
Transfektion mit zielgerichteter siRNA reduziert (Abb. 13). Ist es möglich die 
charakteristische Morphologie wildtypischer Zellen wiederherzustellen? 
Zu Vergleichszwecken wurden sowohl wildtypische als auch Dnmt1-defiziente 
Zellen kultiviert. Zellen des Knockouts wiesen ähnlich wie in analysierten Gewebe-
schnitten (siehe Abb. 8) eine signifikant erhöhte durchschnittliche Neuritenlänge mit 
weniger prominentem Führungsfortsatz, sowie eine erhöhte Verzeigungsrate und 
eine damit insgesamt erhöhte Komplexität auf (Abb. 13A, B, E-G). Diese 
Veränderungen der morphologischen Merkmale Dnmt1-defizienter Zellen konnten 
durch Pak6 siRNA-Behandlung signifikant verringert werden (Abb. 13C). In allen 




signifikanten Unterschiede zu wildtypischen Zellen (Abb. 13E-G), wohingegen 
Kontroll-siRNA-behandelte Dnmt1-defiziente Zellen weiterhin eine deutlich 
komplexere Zellmorphologie aufwiesen (Abb. 13 D-G). Aufgrund der kurzen 
Kultivierungsdauer der Einzelzellen von 24 h nach siRNA-Behandlung bis zur 
Fixierung entspricht die schnelle Anpassung der Zellmorphologie vermutlich den in 
der Literatur bekannten Funktionen von p21-aktivierten Kinasen (PAK) in der 
Reorganisation von zytoskelettalen Zellbestandteilen (Kumar et al., 2017). 
Die dargestellten Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass DNMT1 die Expression 
von Pak6 in postmitotischen Zellen aus dem präoptischen Areal reprimiert, somit 
ein frühzeitiges Ausbilden einer komplexen Zellmorphologie verhindert und die 
migratorische Aktivität der unreifen Interneurone erhält. Inwieweit die 
Genexpression von Pak6 direkt durch DNMT1-vermittelte DNA-Methylierung 
reguliert wird, sollte im Folgenden untersucht werden. 
 
 
Abbildung 13: Die Reduktion des Pak6-Expressionslevels in Dnmt1-defizienten Zellen führt zu 
Wiederherstellung typischer morphologischer Charakteristika migrierender Interneurone. 
(A-D) Graphische Illustrationen und mikroskopische überlagerte Aufnahmen repräsentativer E16 (+1 DIV) 
Hmx3-Cre/tdTomato/Dnmt1 wildtypischer (A, Dnmt1 WT) und Hmx3-Cre/tdTomato/Dnmt1 loxP² Einzelzellen 
(B, Dnmt1 KO) aus dem POA, sowie letztere nach Kontroll-siRNA (C) und Pak6 siRNA-Behandlung (D) mit 
TUBB3 (grün), tdTomato (rot) und DAPI (blau). Quantifiziert wurden die durchschnittliche Neuritenlänge, deren 
Verhältnis zur Länge des Führungsfortsatzes (E) und dessen Verzweigungen (F). Zusammengefasst ergibt das 
Produkt dieser Parameter in Bezug zu wildtypischen Kontrollzellen die relative Komplexität (G; n = 29 für 
Dnmt1 WT Zellen; n = 38 für Dnmt1 KO-Zellen; n = 17 für Kontroll-siRNA-transfizierte Dnmt1 KO-Zellen; n = 18 
für Pak6 siRNA-transfizierte Dnmt1 KO-Zellen). Der Führungsfortsatz ist definiert als der längste Neurit einer 





5.1.6. Die Pak6 Expression scheint nicht durch direkte DNA-Methylierung 
des Pak6 Genlocus reguliert zu werden 
Stark methylierte DNA-Bereiche korrelieren in vielen Fällen mit einer verminderten 
Expression von Genen (Fagiolini et al., 2009; Jin et al., 2011; Akbarian et al., 2013). 
Zur Untersuchung methylierungsabhängiger Veränderungen in der Genexpression 
zwischen wildtypischen und Dnmt1 Knockout-Tieren, wurden in Kooperation mit 
dem Transcriptome and Genome Analysis Laboratory (TAL) in Göttingen 
methylierte DNA-Abschnitte von FACS-isolierten Zellen (E16) mittels 
Immunopräzipitation (Methylated DNA immunoprecipitation, MeDIP) angereichert 
und analysiert (Pensold et al., 2016). Die erhaltenen Daten zeigten keine 
signifikanten Veränderungen des Methylierungsmuster im Genlocus von Pak6 
sowie potentieller Regulatoren (Pensold et al., 2016). Dies lässt vermuten, dass die 
Regulation der Pak6 Expression wahrscheinlich nicht über eine DNMT1-vermittelte 
DNA-Methylierung realisiert wird.    
Diese These wurde durch das Ausbleiben eines Anstieges der Pak6 Expression in 
N2a-Zellen bekräftigt, welche mit dem DNMT-spezifischen Inhibitor RG108 
behandelt wurden (Abb. 14A). RG108 blockiert die DNA-Bindungsdomäne von 
DNMT`s, woraufhin die Methylierung der DNA verhindert wird (Brueckner et al., 
2005). Dabei bleiben jedoch andere Domänen zur Bindung von interagierenden 
Proteinen sowie die katalytische Domäne zur Übertragung von Methylgruppen 
hinsichtlich ihre Funktion unbeeinträchtigt (Yoo et al., 2013; Asgatay et al., 2014). 
Eine signifikante Steigerung des Pak6-Expressionsniveau in N2a-Zellen zeigte sich 
nur nach siRNA-vermittelter Reduktion des Dnmt1-Expressionslevels (Abb. 14A).  
Da die Expression von Pak6 somit sehr wahrscheinlich nicht direkt durch 
DNA-Methylierung reguliert zu werden scheint, sollten weitere Untersuchungen 
aufklären, inwieweit DNMT1-vermittelte, jedoch DNA-Methylierungs-unabhängige 





5.1.7. DNMT1-abhängige Veränderungen spezifischer Histonmodifikationen 
scheinen die Genexpression von Pak6 zu steuern 
Neben der Übertragung von Methylgruppen auf spezifische Cytosine konnten 
verschiedene Studien zeigen, dass DNMT1 mit Histon-modifizierenden 
Proteinkomplexen, wie dem Polycomprepressor-Komplex 2 (PCR2) interagiert (Liu 
et al., 2015; Ning et al., 2015; Peng et al., 2015). PCR2 und sein Kernenzym EZH2 
sind im Hinblick auf ihre Funktion bei der Repression der Genexpression vor allem 
mit der Ausbildung der Histonmarkierung H3K27me3 assoziiert (Margueron und 
Reinberg, 2011). 
Um eine potentielle Regulation von Pak6 über Veränderungen in der 
PCR2-vermittelten Histonmodifikation zu untersuchen, wurde zunächst das 
RNA-Expressionslevel von Ezh2 in Dnmt1 siRNA und Kontroll-siRNA-behandelten, 
murinen N2a-Zellen mittels qPCR verglichen (Abb. 14B). Die  siRNA-vermittelte 
Reduktion von Dnmt1 führte hierbei zu einer signifikanten Verringerung des 
Expressionslevels von Ezh2. Inwieweit diese mögliche Reduktion des Ezh2-
Niveaus Veränderungen von Histonmodifikationen zur Folge hat und somit einen 
Mechanismus für die Methylierungs-unabhängige Regulation der Pak6 Expression 
bieten könnte, sollte im Rahmen weiterer Untersuchungen näher betrachtet werden. 
Zur Detektion von Veränderungen in der H3K27-Trimethylierung wurden 
immunohistochemische Färbungen von H3K27me3 an Dnmt1 und Kontroll-
siRNA-behandelten N2a-Zellen durchgeführt und hinsichtlich ihres 
Fluoreszenzintensitätsniveaus verglichen (Abb. 14C, D). Hierbei zeigten sich nach 
selektiver Reduktion des Dnmt1-Expressionslevels signifikant geringere 
Fluoreszenzintensitäten, welche auf eine reduzierte Ausbildung von 
Trimethylierungen an H3K27 hinweisen (Abb. 14E). Die Daten wurden 
freundlicherweise von Christiane Schmidt zur Verfügung gestellt. 
Eine verringerte Trimethylierung von H3K27 ist oft mit einer erhöhten 
Genexpression verbunden (Young et al., 2011; Reddington et al., 2013; Liu et al., 
2016). Um zu untersuchen, ob es zu Veränderungen des H3K27me3-Levels an 
Pak6-assoziierten Genloci kommt, wurden anschließend Chromatin-Immuno-
präzipitationen (ChIP), gefolgt von quantitativer, real-time PCR (qPCR) an 




Das quantitativ bestimmte Level der an H3K27me3-Antikörper gebundenen 
DNA-Fragment/Histon-Komplexe gibt durch Detektion mit spezifischen 
DNA-Primern, normalisiert auf das eingesetzte DNA-Material (Input), Auskunft über 
die Häufigkeit dieser repressiven Histonmarkierung an bestimmten 
DNA-Positionen. Der unspezifisch durch den Antikörper gebundene DNA-Gehalt 
wurde mittels IgG-Kontrolle bestimmt. Die Experimente wurden größtenteils von 
Christiane Schmidt durchgeführt. 
 
 
Abbildung 14: Die Pak6 Expression ist durch DNMT1-bedingte Veränderung der H3K27-Trimethylierung, 
unabhängig von direkter Genmethylierung, reguliert. (A, B) Quantitative Messung der Pak6 (A) und Ezh2 
Expression (B) mittels qPCR in N2a-Zellen nach Kontroll- und Dnmt1 siRNA-Transfektion. Die Bestimmung der 
Pak6 Expression erfolgte ebenso nach Applikation von RG108 verglichen zur DMSO-Kontrolle. 
(C-E)  Mikroskopische Aufnahmen von Kontroll-siRNA (C) und Dnmt1 siRNA (D) -transfizierten N2a-Zellen nach 
H3K27me3 immunhistochemischer Fluoreszenzmarkierung. Die Intensität ist dargestellt im schwarz-weiß 
Kontrast und nach thermaler Farbkodierung (thermal LUT), sowie quantifiziert als mittlerer Grauwert  (E; n = 24 
Zellen für Kontroll-siRNA; n = 21 Zellen für Dnmt1 siRNA). (F) Potentielle Promotor (rot)-, Promotor-flankierende 
(rosa) und Enhancer (gelb)-Bereiche entlang des Pak6-Genkörpers, sowie Lokalisationen von 
Pak6-Primerbindungsstellen in Promotor-assoziierten (#1), Enhancer-assoziierten (#2) und außerhalb des 
Promotors befindlichen (#3) Bereiche. (G) Geldokumentation der quantitativen Bestimmung des über ChIP 
mittels H3K27me3-spezifischen Antikörper isolierten DNA-Gehalts der in (F) dargestellten Primerpositionen im 
Vergleich zwischen Kontroll- und Dnmt1 siRNA-transfizierten N2a-Zellen. Der Gehalt unspezifisch gebundener 
DNA ist durch IgG angzeigt. (H) Quantitative PCR nach ChIP mit H3K27me3-spezifischen Antikörper und IgG 
als Hintergrundkontrolle. Dargestellt sind die Ergebnisse für die in (F) angezeigten Primerpositionen im Pak6 
Genlocus und für eine Position im Myod1 Genpromotor. Normalisiert wurde auf das eingesetzte DNA-Material 
jeder Probe (Input; 3 individuelle ChIP-Experimente mit je 4 technischen Replikaten). *p < 0,05; **p < 0,01; 





Für Kontroll-siRNA-behandelten N2a-Zellen konnte an allen Primerpositionen im 
Pak6 Genlocus eine Assoziation mit H3K27me3 detektiert werden 
(Abb. 14 F-H, #1-3). Dabei waren stärkere Assoziationen in regulatorischen 
Regionen detektierbar (Abb. 14 F-H, #1, #2) und weniger intensive in der nicht-
regulatorischen Region (Abb. 14 F-H, #3). Die Daten entsprechen so einem 
bekannten Muster dieser Histonmodifikation, welches zur entsprechenden 
Genrepression führen kann (Young et al., 2011; Reddington et al., 2013; Liu et al., 
2016). 
In Dnmt1 siRNA-behandelten N2a-Zellen mit erhöhtem Pak6-Expressionsniveau 
zeigte sich im Vergleich zu Kontoll-siRNA-kultivierten Zellen eine hochsignifikante 
Reduktion des mittels H3K27me3 gebundenen und isolierten DNA Gehalts in der 
Promotor-assoziierten und der Enhancer-Region von Pak6  (Abb. 14H, #1, #2). 
Der Bereich außerhalb regulatorischer Regionen zeigte keine Veränderungen und 
diente zusätzlich als interne Kontrolle der Spezifität (Abb. 14H, #3), der in anderen 
Regionen ermittelten Veränderungen.  
Als Positiv-Kontrolle wurde eine Promotorregion des Myod1 Genlocus untersucht 
(Abb. 14G, H). Myod1 kodiert für einen bHLH-Transkriptionsfaktor, welcher die 
Differenzierung zu skelettalen Muskelzellen initiiert und steuert (Kablar, 2002). 
Daher unterliegt seine Expression während der Neurogenese üblicherweise der 
Repression, zum Beispiel durch intensive H3K27-Trimethylierung (Wang et al., 
2013). Sowohl in Kontroll- als auch in Dnmt1 siRNA-behandelten N2a-Zellen war 
der Genpromotor von Myod1 stark mit H3K27me3 assoziiert (Abb. 14G, H).  
Insgesamt deuten die reduzierte Expression von Ezh2 und die geringere 
Assoziation der repressiven Histonmarkierung H3K27me3 mit regulatorischen 
Pak6-Genregionen nach Reduktion des Dnmt1-Levels auf eine 
methylierungs-unabhängige Regulation der Pak6 Expression hin. Dis könnte eine 
erhöhte Expression von Pak6 ermöglichen. Demzufolge scheint die Regulation des 
Histon-modifizierenden Enzyms EZH2 durch DNMT1 für die Ausbildung von 






Summa Summarum spielt die spezifische Kontrolle der Genexpression für die 
Entwicklung kortikaler Interneurone mit Ursprung im präoptischen Areal eine 
ausgesprochen essentielle Rolle. Üblicherweise zeigen migrierende Interneurone 
eine typische und wenig komplexe Morphologie mit einem prominenten 
Führungsfortsatz in Migrationsrichtung (Nadarajah und Parnavelas, 2002; Marin 
und Rubenstein, 2003). Die in dieser Arbeit gezeigten Ergebnisse verdeutlichen, 
dass die DNA-Methyltransferase die Expression von Pak6 in unreifen 
POA-abstammenden Interneuronen reprimiert und somit die Migration in den Kortex 
und das Überleben jener Zellen sichert. Eine durch die p21-aktivierte Proteinkinase 
initiierte Ausbildung einer komplexeren Zellmorphologie in migrierenden Zellen, 
sowie der Zelltod von falsch lokalisierten und frühzeitig ausdifferenzierten Zellen 
wird durch DNMT1-vermittelte Genrepression von Pak6 verhindert. Dabei zeigte 
sich, nicht wie zuerst angenommen, eine durch den kanonischen Wirkmechanismus 
von DNMT1 regulierte Expressionskontrolle durch DNA-Methylierung (Pensold et 
al., 2016). Vielmehr unterstützen die Untersuchungen die Wichtigkeit der 
vielseitigen Interaktionen und dem Zusammenspiel von DNMT1 mit Histon-
modifizierenden Enzymen in Hinblick auf die Regulation der Pak6 Genexpression 





5.2. Der durch DNMT1-regulierte Transkriptionsfaktor LHX1 ist an der 
Entwicklung kortikaler Interneurone beteiligt 
Die Entwicklung kortikaler Interneurone aus mitotischen Vorläufern bis hin zu 
ausdifferenzierten und funktionell integrierten, inhibitorischen Neuronen ist wie 
bereits erwähnt durch eine differentielle Expression bestimmter Gene und deren 
Genprodukte fein reguliert. Hierbei konnte im vorangegangen Kapitel die 
DNA-Methyltransferase DNMT1 erstmals als ein wichtiger Regulator der 
Genexpression in einer Gruppe POA-abstammender Interneurone dargestellt 
werden. Es ist anzunehmen, dass neben dem für die Serin/Threonin-Proteinkinase 
PAK6 kodierenden Gens auch weitere wichtige Faktoren der Expressionkontrolle 
von DNMT1 unterliegen. Besonders in den Vordergrund rücken hierbei 
Transkriptionsfaktoren, welche differenziell die Expression einer ganzen Reihe von 
untergeordneten Zielgenen steuern können und somit eine höchst wichtige Rolle 
bei der Entwicklung spezifischer Interneuron-Eigenschaften einnehmen (Marin und 
Rubenstein, 2001; Puelles und Rubenstein, 2003; Flames und Hobert, 2009). 
Ausgangpunkt weiterer Untersuchungen war somit die Frage, inwieweit für die 
Entwicklung von POA-abstammenden Neuronen wichtige Transkriptionsfaktoren 
ebenfalls zu den Zielgenen von DNMT1 gehören. 
5.2.1. Die Expression von Lhx1 überlappt in Regionen des POA mit dem 
postmitotisch exprimierten Transkriptionsfaktor HMX3 
Ähnlich wie PAK6 zeigt auch der Transkriptionsfaktor LHX1 Zelltod-regulierende 
Funktionen in verschiedenen Zelltypen (Dormoy et al., 2011; Bedont et al., 2014; 
Huang et al., 2014). LHX1 gehört zu der Familie der LIM-HD-Transkriptionsfaktoren 
(Hobert und Westphal, 2000), aus welcher für einige Mitglieder bereits eine 
essentielle Beteiligung in der Differenzierung von Interneuronen und auch an der 
Regulation der Zellmigration gezeigt wurde (Hukriede et al., 2003; Liodis et al., 
2007; Pillai et al., 2007; Saha et al., 2007; Avraham et al., 2009; Palmesino et al., 
2010). Während der Hauptphase der Interneuron-Generierung zwischen E14 und 
E16 ist Lhx1 vor allem in der Subventrikular- (SVZ) und Ventrikularzone (VZ) der 
POA exprimiert, wie in situ Hybridisierungen mit spezifischen RNA-Sonden 




Diese bestätigen Vorarbeiten, in denen Lhx1 mittels Next Generation Sequencing 
und quantitativer RT-PCR, verglichen zur MGE signifikant erhöht im präoptischen 
Areal ermitteln konnten ((Pensold et al., 2016); unveröffentliche Daten). Wie zuvor 
erwähnt, markiert der Transkriptionsfaktor HMX3 eine Gruppe postmitotischer 
POA-Zellen (Gelman et al., 2009; Pensold et al., 2016). Auf eine Expression von 
Lhx1 in jenen Hmx3-exprimierenden Zellen deuten Überlagerungen von Lhx1 
in situ Hybridisierungen und dem fluoreszenten Signal von tdTomato an 
alternierenden Gehirnschnitten von Hmx3-Cre/tdTomato loxP² wildtypischen 
Reportermäusen hin (Abb. 15D, E). Hierbei zeigte sich eine partielle Überlagerung 
von postmitotischen Zellen der Hmx3-Population und Lhx1 im subventrikulären 
Beriech des POA. Aufgrund der bereits bekannten Funktionen vieler LIM-HD 
Familienmitglieder könnte LHX1 somit durchaus relevant für die Entwicklung jener 




Abbildung 15: Die Expression von Lhx1 überlappt im subventrikularen Bereich des POA mit HMX3. 
(A, B) In-situ Hybridisierungen mit Lhx1-spezifischer RNA-Sonde an E14 (A) und E16 (B) in koronalen 
Hirnschnitten. (C) Exemplarische, mikroskopische Aufnahme der tdTomato-Reporterproteinexpression (rot) im 
koronalen Hirnschnitt von E16 Hmx3/tdTomato wildtypischen Embryonen. (D) Überlagerung mikroskopischer 
Detailaufnahmen des POA (vergrößerter Bereich aus C, weißer Rahmen) mit farbkodierter Lhx1 mRNA (grün) 
und Hmx3-abhängiger tdTomato-Expression (rot) von anatomisch aufeinanderfolgenden E16 Gehirnschnitten. 
Der weiß umrandete Bereich deutet auf die relevante Zone der überlappenden Expression hin. Maßstabsbalken: 
500 μm in (A-C). 100 µm in (D). 
 
5.2.2. DNMT1 reguliert die Expression von Lhx1 scheinbar unabhängig von 
direkter DNA-Methylierung seines Genlocus 
Wie im vorangegangenen Kapitel gezeigt, reguliert DNMT1 wichtige Gene bei der 
Entwicklung von Interneuronen. Erste Hinweise, inwieweit die Expression von Lhx1 




Expressionslevel in Dnmt1 und Kontroll-siRNA-behandelten murinen N2a-Zellen 
(Abb. 16A). Auch hier wurde - ähnlich wie für Pak6 - ein signifikanter Anstieg der 
Genexpression nach Reduktion des Dnmt1 Expressionsniveaus detektiert.  
Interessanterweise zeigte sich auch keine erhöhte Lhx1-Expression nach alleiniger 
Blockierung der DNA-Methylierungsfunktion durch RG108 Applikation in N2a-Zellen  
(Abb. 16A). Übereinstimmend damit konnten in Kooperation mit dem TAL Göttingen 
durchgeführte MeDIP-Analysen von Hmx3-Cre/tdTomato/Dnmt1 wildtypischen und 
Hmx3-Cre/tdTomato/Dnmt1 loxP² Zellen (E16) keine quantitativen Unterschiede im 
Methylierungslevel  im Lhx1 Genlocus aufzeigen (Abb. 16B).  
 
 
Abbildung 16: DNMT1 beeinflusst die Genexpression von Lhx1 durch Veränderungen von H3K27me3. 
(A) Quantitative Analyse des Lhx1 Expressionslevels mittels qPCR an N2a-Zellen nach Kontroll- und 
Dnmt1 siRNA-Transfektion, sowie nach Behandlung mit RG108, verglichen zur DMSO-Kontrolle und 
normalisiert gegen ActB und Rps29. (B) MeDIP gefolgt von semiquantitativer DNA-Sequenzierung des 
Lhx1 Genlocus von FACS-angereicherten Hmx3-Cre/tdTomato/Dnmt1 wildtypischen und 
Hmx3-Cre/tdTomato/Dnmt1 loxP² Zellen des basalen Telenzephalons von E16 Embryonen. Dargestellt sind 
Lokalisationen von Lhx1-Primerbindungsstellen in Promotor (#1) und Promotor-assoziierten Bereichen (#2), 
sowie in nicht-regulatorischen Bereich (#3). (C) Geldokumentation der quantitativen Bestimmung des über ChIP 
mittels H3K27me3-spezifischen Antikörper isolierten DNA-Gehalts der in (B) dargestellten Primerpositionen im 
Vergleich zwischen Kontroll- und Dnmt1 siRNA-transfizierten N2a-Zellen. Der Gehalt unspezifisch gebundener 
DNA ist durch IgG angzeigt. (D) Quantitative PCR nach ChIP mit H3K27me3-spezifischen Antikörper und IgG 
als Hintergrundkontrolle. Dargestellt sind die Ergebnisse für die in (B) angezeigten Primerpositionen im Lhx1 
Genlocus. Normalisiert wurde auf das eingesetzte DNA-Material jeder Probe (Input; 3 individuelle 




Die bisher dargestellten Ergebnisse lassen somit vermuten, dass die Expression 
des Transkriptionsfaktors LHX1 durchaus von DNMT1 reguliert werden kann, 
jedoch - vergleichbar mit Pak6 - nicht durch direkte Methylierung des Genlocus. 
Inwieweit eine Reduktion der repressiven Histonmodifizierung H3K27me3 auch für 
die Regulation des Lhx1 Expressionsniveaus in Frage kommt, wurde erneut mittels 
ChIP gefolgt von qPCR in Dnmt1- und Kontroll-siRNA-behandelten N2a-Zellen 
untersucht. Ähnlich wie für Pak6, konnte auch für Lhx1 nach Reduktion des 
Dnmt1-Expressionsniveaus nur ein geringeres Level an H3K27-Trimethylerung am 
entsprechenden Genpromotor und in der Promotor-flankierenden Region detektiert 
werden (Abb. 16B-D, #1, #2). Die außerhalb der regulatorischen Genbereiche 
befindliche Region zeigte nur eine schwache Assoziation mit H3K27me3 und 
keine Veränderungen zwischen Kontroll- und Dnmt1 siRNA-behandelten 
N2a-Zellen (Abb. 16B-D, #3). Sie diente als Kontrolle der Spezifität der in den 
anderen Primerregionen detektierten Unterschiede. Diese Ergebnisse wurden zum 
Teil von Christiane Schmidt zur Verfügung gestellt. 
Zusammenfassend scheint somit auch für die Regulation der Expression des 
Transkriptionsfaktors LHX1 nicht-kanonische Funktionen von DNMT1 über 
Interaktionen mit Histon-modifizierenden Proteinen in Frage zu kommen. 
5.2.3. LHX1 beeinflusst das Überleben von neuronalen Zellen aus dem POA 
Das Überleben der migrierenden unreifen Interneurone auf ihrem Weg aus dem 
POA in ihre Zielareale ist von großer Bedeutung und DNMT1 scheint dieses, wie im 
ersten Teil dieser Arbeit gezeigt, über die repressive Regulation von Pak6 in jenen 
wandernden Zellen entscheidend zu fördern. Verschiedene Studien konnten 
ebenso unlängst zeigen, dass auch LHX1 die Mortalität verschiedener Zelltypen 
beeinflusst (Zhao et al., 2007; Dormoy et al., 2011; Kawaue et al., 2012; Bedont et 
al., 2014; Huang et al., 2014). Zur weiteren Analyse der Rolle des Transkriptions-
faktor wurde Lhx1 im Rahmen eines konditionalen Mausmodells in post-mitotischen 
Hmx3-exprimierenden Zellen des POA deletiert (Hmx3-Cre/tdTomato/Lhx1 loxP2, 





5.2.3.1. Die postmitotische Deletion von Lhx1 führt zu einer gesteigerten Anzahl 
POA-abstammender Interneurone 
Um einen ersten Einblick in die Funktionen von LHX1 bei der Entwicklung kortikaler 
Interneurone zu erlangen, wurden die Anzahl tdTomato-positiver Zellen in dem 
POA, im basalen Telenzephalon und im Kortex von E16 wildtypischen und Lhx1 
Knockout Tieren quantifiziert (Abb. 17A-F).  
 
 
Abbildung 17: Embryonale Lhx1 Knockout-Tiere zeigen eine erhöhte Anzahl von Zellen im basalen 
Telenzephalon und im Kortex. (A-F) Mikroskopische Aufnahmen Hmx3-Cre/tdTomato/Lhx1 wildtypischer (A, 
Lhx1 WT) und Hmx3-Cre/tdTomato/Lhx1 loxP² Tiere (B, Lhx1 KO), sowie Überlagerungen mit tdTomato (weiß) 
und DAPI (blau) des POA und dem Kortex von Lhx1 WT (C, E) und Lhx1 KO Tieren (D, F) veranschaulichen 
Anzahl und Lokalisierung der tdTomato-positiven Zellen, quantifiziert in (G)  als Zelldichte und in (H) als 
Verteilung der Zellen (n = 13 Hemisphären für Lhx1 WT; n = 11 Hemisphären für Lhx1 KO; jeweils 3 Embryonen 
pro Genotyp). Maßstabsbalken: 200 µm in (A, B), 50 µm in (C-F). b.Tel, basales Telenzephalon; Ktx, Kortex; 
LGE, laterale ganglionische Eminenz (GE); MGE, mediale GE; POA, präoptisches Areal. 
 
In allen analysierten Arealen des Lhx1 KO (POA, basales Telenzephalon und 
Kortex) konnte hierbei eine erhöhte Zelldichte ermittelt werden (Abb. 17G). 
Verglichen zum Wildtyp konnte in Lhx1-defizienten Tieren darüber hinaus ein 
erhöhter Anteil migrierender Zellen detektiert werden, die bereits den Kortex erreicht 
hatten (Abb. 17H). Dies lässt vermuten, dass LHX1 schon embryonal 
auf die postmitotische Entwicklung Hmx3-exprimierender Zellen des POA 





Diese Vermutung wurde durch Untersuchungen der Zelltodrate mittels 
TUNEL-Assay an Lhx1 und Kontroll-siRNA-behandelten POA-Einzelzellen in vitro 
bestätigt (Abb. 18A-C). Hierbei zeigte sich eine signifikant höhere Anzahl 
überlebender Zellen nach Verringerung des Lhx1-Expressionsniveaus (Abb. 18D).  
Zusammengefasst deuten die erhöhten Zellzahlen im Gehirn von Lhx1-defizienten 
Tieren in Kombination mit der erhöhten Überlebensrate von kultivierten 
POA-Einzelzellen mit reduziertem Lhx1-Niveaus auf eine durch LHX1 vermittelte 
Regulation der Motilität jener Zellen während der Entwicklung hin. 
 
 
Abbildung 18: Lhx1-defiziente Zellen haben eine gesteigerte Überlebensrate, potentiell durch die 
Regulation von Apoptose-assoziierten Genen. (A) Schematische Abbildung eines koronalen E15 
Hirnschnittes verdeutlicht die für die Kultivierung von dissoziierten POA-Einzelzellen präparierte Region im 
basalen Telenzephalon (gestrichelte Linie). (B-G) Darstellung potentiell sterbender POA- (B-D) und 
N2a-Zellen (E-G) nach Kontroll- (B; E) oder Lhx1 siRNA-Transfektion (C; F), veranschaulicht in mikroskopischen 
Überlagerungen mit TUNEL (grün) und DAPI (blau), quantifiziert als Anteil TUNEL-positiver Zellen (D und G;  
n = 813 POA-Zellen und n = 873 N2a-Zellen für Kontroll-siRNA, n = 844 POA-Zellen und n = 904 N2a-Zellen für 
Lhx1 siRNA; POA-Einzelzellen aus je 3 Embryonen; je 3 verschiedene Experimente). (H) Quantitative 
Expressionsanalyse Apoptose-assoziierte Gene mittels qPCR in Kontroll- und Lhx1 siRNA-behandelten N2a-
Zellen, darunter die anti-apoptotischen Gene Bcl2 und Bcl6 und Fgfr1. Die Expressionswerte sind gegen Actb 
und Rps29 normalisiert. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001 Studentscher t-Test. Maßstabsbalken: 10 µm in (J, K, 






5.2.3.2. LHX1 scheint in der Expressionskontrolle von Apoptose-assoziierten 
Genen involviert zu sein 
Vergleichbar mit der erhöhten Überlebensrate von kultivierten POA-Einzelzellen 
nach Reduktion des Lhx1 Expressionsniveaus zeigten auch kultivierte 
Lhx1 siRNA-behandelte N2a-Zellen eine Verringerung in der Zahl TUNEL-positiver 
und somit sterbender Zellen (Abb. 18E-G). Darauf aufbauend konnten quantitative 
RNA-Expressionsanalysen Veränderungen im Expressionsniveau von 
Apoptose-assoziierten Genen nach siRNA-vermittelter Reduktion der 
RNA-Expression des Transkriptionsfaktors LHX1 in N2a-Zellen nachweisen 
(Abb. 18H). So zeigte sich ein signifikanter Anstieg des Expressionsniveaus der 
anti-apoptotischen Faktoren Bcl2 und Bcl6 nach Lhx1 siRNA-Behandlung. Die 
verschiedenen Mitglieder der BCL-2 Familie, zu denen BCL2 und BCL6 gehören, 
haben kritische Funktionen bei der Regulation von sowohl Caspase-abhängigen als 
auch -unabhängigen Zelltodsignalwegen in der neuronalen Entwicklung und auch 
bei pathophysiologischen Zuständen (Merry und Korsmeyer, 1997; Gross et al., 
1999; Akhtar et al., 2004). Dabei zeigt vor allem der während der Entwicklung im 
Nervensystem hoch exprimierte Faktor BLC2 in einer Reiher von Studien protektive 
Effekte, welche potentiell den Zelltod in verschiedenen neuronalen Zellen 
verhindern können (Abe-Dohmae et al., 1993; Allsopp et al., 1993; Mah et al., 1993; 
Martinou et al., 1994; Farlie et al., 1995; Michaelidis et al., 1996). 
Neben diesen beiden Transkripten, zeigte sich auch Fgfr1 in Lhx1-defizienten 
N2a-Zellen signifikant erhöht exprimiert (Abb. 18H). Fgfr1 kodiert für einen Rezeptor 
des Fibroblasten Wachstumsfaktors (FGF) und konnte bisher vor allem in 
Krebszellen als anti-apoptotisch wirkend charakterisiert werden (Lefevre et al., 
2009; Tomlinson et al., 2009).  
Die dargestellten Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass LHX1 bei der Regulation 
des Zelltods während der embryonalen Entwicklung neuronaler Zellen vermutlich 
über die transkriptionelle Kontrolle von Apoptose-relevanten Genen eine wichtige 





5.2.3.3. Die Deletion von Lhx1 führt zu einer erhöhten Anzahl an Neuronen 
im adulten Gehirn 
Um zu überprüfen, ob sich die erhöhte embryonale Anzahl POA-abstammender 
Zellen auch in adulten Hmx3-Cre/tdTomato/Lhx1 loxP2 Tieren manifestiert, wurden 
umfassende phänotypische Analysen in Zusammenarbeit mit Raghavendra 
Singaraveni und Vanessa Gölling durchgeführt. Hierbei zeigten auch adulte 
Lhx1-defiziente Mäuse eine signifikant erhöhte Anzahl an tdTomato-positiven Zellen 
im zerebralen Kortex, analysiert entlang der anterior-posterioren Körperachse in 
verschiedenen Bregmen sagittaler Hirnschnitte (Abb. 19A-C). Diese signifikant 
höhere Anzahl an tdTomato-positiven, Lhx1-defizienten Zellen konnte in allen 
untersuchten kortikalen Bereichen, den motorischen (m), somatosensorischen (ss) 
und auch visuellen (vis) Arealen detektiert werden (Abb. 19B, C). Weitere Analysen 
an koronalen Hirnschnitten verschiedener Bregmen sollten die Möglichkeit einer 
differenten Verteilung Lhx1-defizienter und wildtypischer Zellen entlang der 
medial-lateralen Achse und hierbei insbesondere in lateralen Hirnbereichen 
ausschließen, welche nicht durch die analysierten sagittalen Bregmen abgedeckt 
wurden (Abb. 19A, D). Neben der auch in der vorangegangenen Analyse ermittelten 
signifikant erhöhten Anzahl kortikaler tdTomato-exprimierender Zellen im Lhx1 
Knockout (Abb. 19E-G), zeigten sich hinsichtlich der medial-lateralen Verteilung im 
Kortex keine signifikanten Unterschiede (Abb. 19H). Die Lokalisierung der 
tdTomato-positiven Zellen scheint somit zwischen Lhx1-Knockout und Wildtyp im 
zerebralen Kortex vergleichbar zu sein, wohingegen die Zellzahl in Lhx1-defizienten 
Mäusen in allen analysierten Hirnarealen deutlich erhöht vorlag. 
Wie zuvor erwähnt ist das präoptische Areal nicht nur Ursprung kortikaler 
Interneurone (Gelman et al., 2009; Kriegstein und Alvarez-Buylla, 2009; Pensold et 
al., 2016; Laclef und Metin, 2017). Neben einem großen Anteil an residualen Zellen, 
welche an ihrem Ursprungsort verbleiben, sind POA-abstammende tdTomato-
positive Zellen in adulten, wildtypischen Gehirnen unter anderem in septalen 
Bereichen lokalisiert (Abb. 20A, B, E). Im Vergleich beider Genotypen zeigten sich 
auch hier signifikant erhöhte Zellzahlen im Lhx1 Knockout, sowohl in dem 
POA (Abb. 20C, D) als auch im adulten Septum (Abb. 20F, G). Die Daten hierfür 







Abbildung 19: Die Deletion von Lhx1 während der Entwicklung führt zu einer reduzierten Zahl 
POA-abstammender Zellen im adulten Kortex. (A) Schematische Abbildung eines adulten Mausgehirns und 
der analysierten sagittalen (B-C) und koronalen (D-H) Schnittebenen entsprechender Hmx3-Cre/tdTomato/Lhx1 
wildtypischer (Lhx1 WT, hellgrau in B und D) und Hmx3-Cre/tdTomato/Lhx1 loxP² Tiere (Lhx1 KO, dunkelgrau 
in B und D).  (B, C) Darstellung der Zellanzahl und Verteilung in Schemen repräsentativer, sagittaler Schnitte 
mit Bregmen zwischen 1.44 - 1.92, sowohl im gesamten Kortex, als auch in den einzelnen kortikalen Bereichen 
(B; m Ktx, ss Ktx und vis Ktx), quantifiziert in (C) (n = 16 Schnitte für Lhx1 WT, n = 15 Schnitte für Lhx1 KO; je 
3 Gehirne pro Genotyp). (D-F) Die lateral-mediale Anzahl und Verteilung kortikaler tdTomato-positiver Zellen 
dargestellt in schematischen Abbildern koronaler Hirnschnitte (D), sowie in kortikalen Ausschnitten 
mikroskopischer Überlagerungen von Lhx1 WT (E) und Lhx1 KO-Tieren (F) mit DAPI (blau) und tdTomato 
(weiß). (G, H) Quantifikation der Zelldichte in (G) und prozentualen Verteilung entlang der lateral-medialen 
Länge in H (dargestellt als „Kortexlänge“ in D; n = 16 Hemisphären für Lhx1 WT; n = 14 Hemisphären für 
Lhx1 KO; analysierte Bregmen zwischen 3.34 - 4.78; 3 Gehirne pro Genotyp; P = 0,78; one-way Anova-Test). 
**p < 0,01; ***p < 0,001 Studentscher t-Test. Maßstabsbalken: 20 µm in (E, F). m, motorisch; ss, somato-







Zusammenfassend lässt dies die Aussage zu, dass der an Entwicklungsstadien 
detektierte Anstieg in der Anzahl POA-abstammender Zellen der Hmx3-Linie nach 
Deletion von Lhx1 nicht nur von transienter Natur ist, sondern sich auch in adulten 
Tieren und in allen Zielgebieten POA-abstammender Zellen zeigte. Neben PAK6 
scheint mit dem Transkriptionsfaktor LHX1 somit ein weiterer Zelltod-regulierender 
Faktor durch DNMT1 als eine Art übergeordnete Instanz in seiner areal- und 
zellspezifischen Expression koordiniert zu werden, was erneut das große Potential 




Abbildung 20: Das POA und das Septum adulter Tiere zeigen ebenso eine erhöhte Zellzahl im Lhx1 
Knockout. (A) Schematische, sagittale Hirnschnitten adulter Tiere zeigen Bereiche des POA (Bregma - 
Interaural 0.12; schwarze Rahmen) und des Septums (Bregma - Interaural 1.32; schwarzer Rahmen). 
(B-G) Mikroskopische Überlagerungen zur Darstellung der Zellzahl in POA (B, C) und Septum (E, F) adulter 
Hmx3-Cre/tdTomato/Lhx1 wildtypischer (B, E; Lhx1 WT) und Hmx3-Cre/tdTomato/Lhx1 loxP²  Tiere (C, F; Lhx1 
KO)  mit tdTomato (weiß) und DAPI (blau), quantifiziert in (D) für das POA (n = 7 Schnitte für Lhx1 WT, 
n = 6 Schnitte für Lhx1 KO; Sagittalschnitte der Bregmen 0.12-0.36; 3 Gehirne je Genotyp)  und in (G) für das 
Septum (n = 5 Schnitte für Lhx1 WT, n = 9 Schnitte für Lhx1 KO; Sagittalschnitte der Bregmen 1.44-1.92; 3 








5.2.4. LHX1 beeinflusst die Kortex-gerichtete tangentiale Migration 
POA-abstammender Zellen  
Interessanterweise wurden ähnlich wie für PAK6, auch für LHX1 regulatorische 
Funktionen hinsichtlich der Steuerung von Migrationsprozessen bereits 
beschrieben (Palmesino et al., 2010; Pensold et al., 2016). Darüber hinaus konnten 
für den in MGE-abstammenden Interneuronen exprimierten Transkriptionsfaktor 
LHX6 ebenfalls essentielle Funktionen in der Lenkung jener Zellen während ihrer 
tangentialen Migration in den Kortex aufgezeigt werden (Alifragis et al., 2004; Liodis 
et al., 2007).  Ob LHX1 somit für die tangentiale Migration und laminare Verteilung 
von POA-abstammenden kortikalen Interneuronen relevant ist, sollten weitere 
Untersuchungen adressieren. 
 
5.2.4.1. Die Deletion von Lhx1 führt zu einer teilweisen Fehlpositionierung von 
POA-abstammenden Zellen im adulten Kortex 
Bei der Analyse der kortikalen Verteilung von tdTomato-positiven Zellen in adulten, 
wildtypischen und Lhx1 Knockout-Gehirnen fiel auf, dass Lhx1-defiziente Zellen 
signifikant weniger häufig in der superfiziellen Schicht I des Kortex lokalisiert 
waren (Abb. 21A-C). Im Rahmen detaillierter schichten-spezifischer Analysen 
sagittaler Hirnschnitte adulter Mäuse zeigte sich im Wildtyp mit 58,3 % ± 2,3 
ein relativ großer Anteil an Zellen in der flächenmäßig kleinen superfiziellen 
Schicht I (Abb. 21A, C). Wohingegen zusammengefasst 41,7 % ± 1,3 der tdTomato-
exprimierenden Zellen in den darunter gelegenen Schichten II-VI lokalisiert waren. 
Im Lhx1 Knockout kam es zu einer signifikanten Verschiebung in Richtung der 
Schichten II-VI (65,5 % ± 1,5), wohingegen in der Schicht I mit 37,5 % ± 2,3 
signifikant weniger tdTomato-positive Zellen verglichen zum Lhx1 Wildtyp detektiert 
werden konnten (Abb. 21B, C). Die Daten wurden zum Teil von Raghavendra 
Singaraveni erhoben.  
Um auszuschließen, dass veränderte Schichtendicken ursächlich für die 
fehllokalisierten Lhx1-defizienten Zellen sind, wurden zusätzlich zur Klassifizierung 
anhand der Zelldichte mittels Kernmarkierung (DAPI) auch immunohistochemische 
Markierungen von CUX2 und CTIP2 zur Identifizierung der Schichten durchgeführt 




CUX2 wird vor allem in den kortikalen Schichten I-IV exprimiert, wohingegen CTIP2 
in den tieferen Schichten V-VI detektierbar ist (Nieto et al., 2004; Nikouei et al., 
2016). Zwischen wildtypischen und Lhx1 Knockout-Kortizes waren alle Schichten 
isoform ausgebildet (Abb. 21F), so dass sich die Verschiebung der Zellen in 
Richtung ventrikelnaher Bereiche auf eine durch die Deletion von Lhx1 verursachte 
fehlerhafte Lokalisation zusammenfassen lässt. 
 
 
Abbildung 21: POA-abstammende Lhx1-defiziente Zellen sind im adulten Kortex vermehrt in 
ventrikelnahen Schichten lokalisiert. (A-C) Darstellung der Zellzahl und Schichten-spezifischen Verteilung 
tdTomato-positiver Zellen in Ausschnitten mikroskopischer Überlagerungen repräsentativer sagittaler 
Hirnschnitte von adulten Hmx3-Cre/tdTomato/Lhx1 wildtypischen (A, Lhx1 WT) und Hmx3-Cre/ 
tdTomato/Lhx1 loxP² Tieren (B, Lhx1 KO) mit tdTomato (weiß) und DAPI (blau), quantifiziert in C (n = 16 Schnitte 
für Lhx1 WT, n = 15 Schnitte für Lhx1 KO; analysierte Bregmen 1.44-1.92, 3 Gehirne pro Genotyp). (D-F) 
Ausdehnung kortikaler Schichten in adulten Lhx1 WT (D) und Lhx1 KO-Tieren (E), gezeigt in Ausschnitten 
repräsentativer mikroskopische Überlagerungen mit tdTomato (weiß), CUX2 (grün), CTIP2 (rot) und DAPI 
(blau). Das Verhältnis der oberen (Schichten I-IV, CUX2-positive Zellen) zu unteren Schichten (V-VI, CTIP2-
positive Zellen) ist in (F) quantifiziert (n = 15 Ausschnitte für Lhx1 WT, n = 12 Ausschnitte für Lhx1 KO; je 3 
Ausschnitte aus einer Hemisphäre; 3 Gehirne pro Genotyp; P = 0,62; Studentscher t-Test). ***p < 0,001 
Studentscher t-Test. 
 
5.2.4.2. Die Lenkung migrierender POA-abstammender Neurone wird durch 
LHX1 reguliert  
Fehllokalisierte Zellen im Kortex adulter Stadien können auf Defekte während der 
tangentialen Migration basieren (Alifragis et al., 2004; Liodis et al., 2007). Weitere 
Studien an E16 sollten somit den Einfluss von LHX1 auf das Migrationsverhalten 
der POA-abstammenden Zellen untersuchen.   
Verschiedene Studien konnten bereits herausstellen, dass Zellen aus dem 
präoptischen Areal bevorzugt entlang des superfiziellen Migrationsstroms (SMS) in 
Richtung Kortex gelenkt werden, wohingegen Interneurone aus der MGE zum 
größten Teil entlang des ventrikelnahen tiefen migratorischen Pfades (TMS) 




Zellen der Hmx3-positiven Population wanderten an E16 nicht ausschließlich 
entlang des SMS in den Kortex, ungefähr 45,2 % ± 4,0  der Zellen sind im tiefen 
Migrationsweg zu finden (Abb. 22A, B, D; Gelmann et al., 2009). Interessanterweise 
konnte in entsprechenden Lhx1 Knockout-Tieren mit 57,8 % ± 3,4 ein signifikant 
erhöhter Anteil tief migrierender, tdTomato-positiver Zellen ermittelt werden 
(Abb. 22C, D).  
 
 
Abbildung 22: Embryonale, Lhx1-defiziente POA-Zellen zeigen ein verändertes tangentiales 
Migrationsverhalten. (A) Schematische Darstellung der Migration POA-abstammender Zellen entlang des 
superfiziellen (SMS; blaue Zellen) und tiefen (DMS; rote Zellen) migratorischen Stroms in Richtung Kortex 
an E16, sowie typischer Migrationswege im Kortex mit SMS- (blau) und DMS-Zellen (rosa) in der Marginalzone 
und DMS- (rot) und SMS-Zellen (türkis) in der Subventrikular-/Ventrikularzone. Schwarze Umrandungen zeigen 
Bereiche des subpallialen-pallialen Übergangs (Box 1) und des Kortex (Box 2). (B, C) Schematische 
Darstelllung der Zellzahl und Lokalisierung von E16 Hmx3-Cre/tdTomato/Lhx1 wildtypischen (B, Lhx1 WT) und 
Hmx3-Cre/tdTomato/Lhx1 loxP²  Embryonen (C, Lhx1 KO) mit farbkodierten Zellen im basalen Telenzephalon 
(blau = SMS-Zellen; rot = DMS-Zellen) und im Kortex (schwarz). (D) Quantifizierungen des Anteils tdTomato-
positiver Zellen in den entsprechenden Migrationsströmen (n = 7 Hemisphären für Lhx1 WT; n = 8 Hemisphären 
für Lhx1 KO; je 3 Gehirne pro Genotyp). (E-L) Zellzahl und -verteilung entlang der subpallialen-pallialen Grenze 
(E-H; Box 1 in A) und dem Kortex (I-L; Box 2 in A), dargestellt in Ausschnitten mikroskopischer Überlagerungen 
von E16 Lhx1 WT  (E, I) und Lhx1 KO-Tieren (F, J)  mit tdTomato (weiß) und DAPI (weiß). Die Zellzahl an der 
subpallialen-pallialen Grenze (G) und im Kortex (K), sowie die Verteilung tdTomato-positiver Zellen zwischen 
superfiziell (SMS-Ktx) und tief (TMS-Ktx) in den Kortex migrierende Zellen (H) und der Zellverteilung in den 
kortikalen transienten Zonen (L) wurden quantifiziert (n = 13 Hemisphären für Lhx1 WT; n = 10 Hemisphären 
für Lhx1 KO; 3 Gehirne je Genotyp). *p < 0,05; **p < 0,01; ***P < 0,001 Studentscher t-Test. 
Maßstabsbalken: 50 µm in (E, F) 25µm in (I, J); IZ, Intermediärzone; KP, Kortikale Platte; Ktx, Kortex; 
MGE; mediale ganglionische Eminenz; MZ, Marginalzone; POA, präoptisches Areal; SP, Subplatte; SMS, 




LHX1 scheint somit für die adäquate Migration POA-abstammender Zellen entlang 
der spezifischen Routen regulatorisch wichtige Funktionen einzunehmen, welche 
nach Deletion zu einer fehlerhaften Lenkung dieser Zellen führt. 
Weitere Analysen zeigten auch hinsichtlich der Zellverteilung an der subpallial-
pallialen Grenze und im sich entwickelnden Kortex Unterschiede zwischen 
embryonalen wildtypischen und Lhx1 Knockout-Tieren (Abb. E22A, E-L). Neben der 
auch zuvor beobachteten allgemein erhöhten Zellzahl in beiden Bereichen 
(Abb. E22G, K), befanden sich Lhx1-defiziente Zellen in dem Übergangsareal 
zwischen basalem Telenzephalon und Kortex zu einem erhöhten prozentualen 
Anteil in den tieferen ventrikelnäheren Bereichen (Abb. 22 Box 1 in A, E-H). Darüber 
hinaus zeigten zonenspezifische Untersuchungen des sich entwickelnden Kortex 
einen signifikant erhöhten Anteil Lhx1-defizienter Zellen in der Ventrikular- (VZ) und 
Subventrikularzone (SVZ; Abb. 22 Box 2 in A, I-L).  
Diese Ergebnisse sprechen für eine Beteiligung von LHX1 in der Lenkung 
POA-abstammender Zellen, sowohl während ihrer Wanderung durch das basale 
Telenzephalon, als auch im sich ausbildenden Neokortex, ähnlich wie dies für LHX6 
in der Regulation von MGE-abstammenden Zellen gezeigt werden konnte (Alifragis 
et al., 2004; Liodis et al., 2007). 
 
5.2.4.3. LHX1 bedingt die Expression spezifischer Lenkungsfaktoren 
Die koordinierte und zielgerichtete Migration während der postmitotischen 
Entwicklung unreifer Interneurone ist zu einem entscheidenden Anteil abhängig 
vom exprimierten Rezeptorrepertoire einer jeden Zelle (Marin und Rubenstein, 
2003; Metin et al., 2006; Hernandez-Miranda et al., 2010; Guo und Anton, 2014; 
Laclef und Metin, 2017). 
Der Netrin-Rezeptor UNC5B reguliert zum Beispiel Migrationsprozesse kortikaler 
MGE-abstammender Interneurone (van den Berghe et al., 2013) und konnte auch 
in POA-abstammenden Zellen der Hmx3-Population detektiert werden, wie 
Trankritomanalysen von E16 FACS-angereicherten Hmx3-Cre/tdTomato Zellen 
aufzeigten (Tab. 10 Anhang). Im Rahmen quantitativer Untersuchungen der 
Expressionslevel verschiedener typischer Lenkungsrezeptoren in N2a-Zellen 
mittels qPCR konnte nach Lhx1 siRNA-Behandlung eine verringerte Expression von 




UNC5B nach Bindung seines sezernierten Liganden Netrin-1 (NTN1) repulsive 
Mechanismen in der Zellmigration vermittelt, jedoch in Abwesenheit 
pro-apoptotische Signalwege induziert (Llambi et al., 2001; Mehlen und Llambi, 
2005; Moore et al., 2007). Sowohl in Kontroll- als auch Lhx1 siRNA-behandelten 
N2a-Zellen war Ntn1 unverändert exprimiert (Abb. 23A), sodass sich weitere 
Untersuchungen auf eine mögliche durch LHX1 vermittelte Lenkung jener 
POA-abstammenden Zellen über die regulierte Expression des UNC5B Rezeptor 
fokussierten.    
 
 
Abbildung 23: LHX1 steuert die Migration von POA-abstammenden Zellen möglicherweise durch 
Regulation der UNC5B Rezeptorexpression. (A, B) Quantitative RNA-Expressionanalysen von Unc5b (A) 
und Ntn1 (B) mittels qPCR von Kontroll- und Lhx1 siRNA-transfizierten N2a-Zellen, normalisiert gegen ActB 
und Rps29. (C) Schematische Darstellung eines sagitallen Hirnschnittes an E14. (D, E) In-situ Hybridisierungen 
mit spezifischen RNA-Sonden für Unc5b (D; genepaint.org, EB1333) und Ntn1 (E; genepaint.org, EH1773) an 
anatomisch vergleichbaren, sagittalen Hirnschnitten von E14 C57BL/6 Mäusen. (F) Die Überlagerung der 
farbkodierten RNA von Unc5b (grün; genepaint.org, EH1333) und Ntn1 (rot; genepaint.org, EB1773) 
verdeutlicht deren separierte Lokalisation, sowie überlappende Expressionsareale in sagittalen E14 
Hirnschnitten. (G-J) Analyse der UNC5B Expression in E16 (+1 DIV) kultivierten POA- (F, G) und MGE-
Einzelzellen (H, I) nach Kontroll- (F, H) und Lhx1 siRNA-Transfektion (G, I), dargestellt in mikroskopischen 
Aufnahmen der Fluoreszenzintensität exemplarischer Einzelzellen in schwarz-weiß und als thermale 
Farbkodierung (therm. LUT), quantifiziert als mittlerer Grauwert (J; n = 73 POA-Zellen für Kontroll-siRNA; 
n = 69 POA-Zellen für Lhx1 siRNA; n = 15 MGE-Zellen für Kontroll-siRNA; n = 15 MGE-Zellen für Lhx1 siRNA; 
je 3 Embryonen). **p < 0,01; ***p < 0,001 Studentscher t-Test. Maßstabsbalken: 100 µm in (D-F); 10 µm in (G-








Unc5b wird embryonal verstärkt, aber nicht ausschließlich in Zellen des POA, in 
superfiziellen Arealen des basalen Telenzephalons, sowie in der Intermediärzone 
(IZ) des sich entwickelnden Kortex exprimiert (Abb. 23C; genepaint.org, EH1333). 
Zellen der subpallialen Ventrikularzone insbesondere in der MGE und auch Zellen 
der ventralen striatalen Anlage exprimieren hingegen Ntn1 (Abb. 23D; 
genepaint.org, EH1773), welches als Protein in den Extrazellularraum freigesetzt 
wird (Moore et al., 2007). Die größtenteils konträre Expression von Unc5b und Ntn1 
im basalen Telenzephalon zeigte sich an Überlagerungen von in situ Hybrisierungs-
daten (Abb. 23E). Diese könnte, aufgrund der repulsiven Interaktion mit in 
medialeren subpallialen Bereichen freigesetztem NTN1, durchaus eine Rolle in der 
bevorzugten Migration POA-abstammender Zellen entlang des superfiziellen 
Weges spielen.  
Diese Hypothese unterstützten Fluoreszenzintensitätsmessungen von immun-
histochemisch markiertem UNC5B an E16 (+1DIV) POA-Einzelzellen nach 
Lhx1 und Kontroll-siRNA-Behandlung, durchgeführt von Vanessa Gölling 
(Abb. 23F, G). Hierbei zeigte sich nach Reduktion des Lhx1-Niveaus eine 
signifikante Verringerung in den detektierten Fluoreszenzintensitäten von UNC5B 
(Abb. 23J), was auf eine reduzierte Expression des Proteins hindeutet. Ein 
reduziertes Level des Rezeptors UNC5B könnte eine geringere repulsive Wirkung 
des medialen Subpallium auf die migrierenden Zellen aus dem POA zur Folge 
haben, was eine Erklärung für eine erhöhte Anzahl tief lokalisierter Zellen im Lhx1 
Knockout an E16 bietet. Zur Validierung der Spezifität des Experiments, wurden 
auch MGE-Einzelzellen transfiziert und kultiviert (Abb. 23H, I), welche Lhx1 und 
auch Unc5b nicht oder nur gering exprimieren (Abb. 23C; Pensold et al. 2016). 
Lhx1 siRNA-behandelte MGE-Zellen zeigten wie erwartet, keine Veränderungen 
der UNC5B Expression nach Reduktion des Lhx1 Levels (Abb. 24J).  
Zusammenfassend deuten die Ergebnisse darauf hin, dass LHX1 neben seiner 
Funktion bei der Regulation des Zellüberlebens, auch die Lenkung von 
POA-abstammenden Zellen entlang ihrer tangentialen Migration in entsprechende 
kortikale Areale entscheidend beeinflusst und die Expression von spezifischen 
Rezeptoren wie UNC5B regulieren kann. Dabei impliziert die durch LHX1 vermittelte 
Regulation von möglichen Lenkungsfaktoren durchaus eine wichtige Rolle des 
Transkriptionsfaktors in unreifen Interneuronen aus der POA, auch wenn er 




Alles in Allem zeigen die in dieser Arbeit dargestellten Ergebnisse, dass die 
DNA-Methyltransferase 1 (DNMT1) die Expression verschiedener Gene reguliert, 
was für die postmitotische Entwicklung kortikaler POA-abstammender Interneurone 
essentiell ist. Dabei unterstreichen die vorliegenden Daten die Relevanz des 
Enzyms bei der Expressionsregulation durch nicht-kanonische Mechanismen über 
Veränderung von spezifischen Histonmodifikationen. Zu denen in dieser Arbeit 
herausgestellten, von DNMT1 methylierungsunabhängig regulierten Genen 
gehören jene, die für die Serin/Threonin-Proteinkinase PAK6 und für den 
LIM-HD-Transkriptionsfaktor LHX1 kodieren. Beide Proteine haben nicht nur 
großen Einfluss auf das Überleben, sondern auch auf die Migration kortikaler 
Interneurone in entsprechende Zielareale. Es ist darüber hinaus mehr als 
wahrscheinlich, dass auch weitere wichtige Gene durch DNMT1 reguliert werden. 
Dies bietet interessante Perspektiven, insbesondere im Hinblick auf krankheits-





In der vorliegenden Arbeit wurde die Rolle der DNA-Methyltransferase 1 (DNMT1) 
bei der Regulation der postmitotischen Entwicklung von kortikalen POA-
abstammenden Interneuronen untersucht. Diese umfasst die Migration von ihrem 
subpallialen Ursprungsort in den Kortex, sowie die Ausbildung zelltypischer 
Charakteristika an ihren kortikalen Zielpositionen (Wamsley und Fishell, 2017). 
Jene Prozesse unterliegen einer strengen und komplexen genetischen Kontrolle 
(Flames und Marin, 2005; Flames et al., 2007; Gelman und Marin, 2010). Als 
epigenetischer Regulationsfaktor kann DNMT1 die Aktivität einer Vielzahl von 
Genen beeinflussen (Moore et al., 2013). Neben der Identifikation von potenziellen 
untergeordneten Zielgenen und deren Regulationsmechanismen, stand die 
Aufklärung der zellulären Funktionen relevanter DNMT1-regulierter Gene im Fokus 
der vorliegenden Arbeit.  
Im ersten Abschnitt konnte mit Hilfe eines konditionalen Dnmt1 Knockout-
Mausmodells (Hmx3-Cre/tdTomato/Dnmt1 loxP²) gezeigt werden, dass DNMT1 die 
Expression von Pak6 in unreifen POA-abstammenden Interneuronen reprimiert. 
Funktionelle in vitro Studien verdeutlichten, dass diese Repression sich als 
entscheidend für ihre Überlebenswahrscheinlichkeit und die Aufrechterhaltung ihrer 
Migrationskapazität während der Wanderung durch das basale Telenzephalon 
erwies. Im zweiten Abschnitt konnte der Transkriptionsfaktor LHX1 identifiziert 
werden, welcher ebenfalls durch DNMT1 in seiner Genaktivität beeinflusst wird. 
Umfassende Analysen des konditionalen Knockout von Lhx1 in Zellen aus dem 
POA (Hmx3-Cre/tdTomato/Lhx1 loxP²), sowie weitere in vitro Untersuchungen, 
verdeutlichten dabei seine Relevanz für das Überleben und die Lenkung ihrer 
tangentialen Migration.  
Überraschenderweise deuteten Untersuchungen hinsichtlich der DNMT1-
abhängigen Regulation beider Gene auf einen von der DNA-Methylierung 
unabhängigen Mechanismus hin. Es stellte sich eine differente Ausbildung der 
repressiven Histonmodifizierung H3K427me3 in Abhängigkeit von der Interaktion 
zwischen DNMT1 und der Histonmethyltransferase EZH2 als potentieller 
Regulationsweg heraus. Die dargestellten Ergebnisse unterstützen somit ebenfalls 




repressiven Histonmodifikationen zur Expressionskontrolle während der 
postmitotischen Entwicklung kortikaler Interneurone. 
6.1. DNMT1 reprimiert Reife- und Zelltod-assoziierte Gene in migrierenden 
Interneuronen aus dem präoptischen Areal 
Im Rahmen Einzelzell-basierter Analysen, sowie immunhistochemischer Färbungen 
konnten wir DNMT1 erstmalig in postmitotischen, jedoch unreifen Interneuronen aus 
dem POA nachweisen (Pensold et al., 2016). Die bisher überwiegend postulierte 
Funktion von DNMT1 liegt in der Methylierung von Cytosinen des hemimethylierten 
DNA-Stranges nach der mitotischen Zellteilung (Li et al., 1992; Pradhan et al., 1999; 
Fatemi et al., 2001; Hermann et al., 2004; Svedruzic, 2011). Jedoch konnten 
verschiedene Studien bereits die Relevanz dieser DNA-Methyltransferase für 
nachfolgende neuronale Differenzierung- und Reifungsprozesse, sowie für die 
Funktionalität von adulten Neuronen aufzeigen (Feng und Fan, 2009; Feng et al., 
2010; Rhee et al., 2012; Noguchi et al., 2015). Welche Rolle DNMT1 bei der 
Entwicklung kortikaler POA-entstammender Interneurone hat, wurde in der 
vorliegenden Arbeit anhand eines konditionalen Mausmodells untersucht. In diesem 
wurde Dnmt1 in Hmx3-exprimierenden Zellen des präoptischen Areals deletiert. 
Die Expression von Hmx3 wird erst mit dem Ende der mitotischen Phase in 
POA-Zellen initiiert (Gelman et al., 2009), sodass in Vorläuferzellen die Funktionen 
von DNMT1 nicht beeinträchtigt sind. In FACS-angereicherten postmitotischen 
POA-Zellen des Entwicklungstages (E)16 konnte nach Deletion von Dnmt1 keine 
entsprechende RNA der Methyltransferase detektiert werden (Pensold et al., 2016). 
Die mittlere Halbwertszeit von DNMT1 ist abhängig vom jeweiligen Zelltyp und auch 
von Proteinmodifikationen (Teubner und Schulz, 1995; Agoston et al., 2005; Butler 
et al., 2009; Esteve et al., 2009). In postmitotischen Neuronen konnte sie bislang 
auf circa 1,5 Stunden für RNA-Sequenzen und 4,5 Stunden für das entsprechende 
Protein festgelegt werden, was für einen schnellen Proteinumsatz beziehungsweise 
-abbau spricht (Teubner und Schulz, 1995; Fan et al., 2001). Dies erlaubte 
detaillierte Untersuchungen zur Funktion von DNMT1 an Embryonalstadien der 
Hmx3-Expressionsinduzierten Knockout-Mauslinie und ermöglichte einen Einblick 





Vergleichende Methylom- und Transkriptomanalysen von embryonalen 
wildtypischen und Dnmt1-defizienten Zellen zeigten ein verringertes globales 
DNA-Methylierungslevel im Dnmt1 Knockout (Pensold et al., 2016). Dies deckt sich 
mit Ergebnissen anderer Studien, welche nach Deletion von Dnmt1 eine 
vergleichbare Reduktion der DNA-Methylierung herausstellten (Hutnick et al., 2009; 
Rhee et al., 2012). Weiterhin zeigten im Dnmt1 Knockout eine Vielzahl von reduziert 
methylierten Genen eine signifikant erhöhte Expression (Pensold et al., 2016). Das 
bestätigt die allgemeine Funktionalität von DNMT1 in der Repression der 
Genaktivität durch DNA-Methylierung (Jang et al., 2017).  
Genontologische Analysen zeigten in wildtypischen Zellen eine prominente 
Expression von Migrations- und Motilitätsassoziierten Genen (Pensold et al., 2016), 
welche vermutlich die Wanderung jener Zellen in den Kortex ermöglichen. 
In Dnmt1-defizienten Zellen hingegen lagen vor allem Gene reduziert methyliert und 
erhöht exprimiert vor, die mit der Funktionalität adulter Neurone assoziiert sind 
(Pensold et al., 2016). Weiterhin konnten auch erhöhte Transkriptlevel von Zelltod-
assoziierten Genen ermittelt werden (Pensold et al., 2016).  
Die Ergebnisse der Methylom- und Transkriptomanalysen legen somit nah, dass 
DNMT1 eine wichtige Funktion bei der Expressionskontrolle von Genen einnimmt, 
die entscheidende Prozesse in der Entwicklung von Interneuronen regulieren. 
Zu diesen gehören neben der adäquaten Migration in kortikalen Zielareale 
insbesondere das Überleben während der verlängerten postmitotischen 
Entwicklungsphase. 
 
6.2. Das Überleben unreifer Interneurone wird durch DNMT1 gesichert 
Während der Entwicklung kortikaler Interneurone sichern sowohl zellinterne 
Mechanismen als auch Signale aus der Umgebung ihre zelluläre Integrität und 
ihr Überleben, vor allem während der Migration vom Entstehungsort in den Kortex 
(Buss et al., 2006; Oswald et al., 2008; Southwell et al., 2012; Tuncdemir et al., 
2015). Fehllokalisation und andere zellulären Defekte können hingegen 
Apoptose-Programme auslösen und zum Zelltod führen (Uribe und Wix, 2012). 
DNMT1 scheint für das Überleben unreifer Interneurone aus dem präoptischen 




Methylom- und Transkriptomanalysen hervorging. Diese Annahme unterstützend 
führte die konditionale Deletion von Dnmt1 in Hmx3-exprimierenden POA-Zellen  
schon während der Embryonalentwicklung zu einer reduzierten Anzahl jener Zellen 
im Kortex (Abb. 7). Vergleichbar konnte diese Reduktion auch am frühen 
postnatalen Stadium P0 und in adulten Dnmt1 Knockout-Tieren detektiert werden 
(Abb. 10; (Pensold et al., 2016)).  
Eine Vielzahl von Studien konnte bereits zeigen, dass DNMT1 Zelltod-regulierende 
Funktionen in Neuronen hat (Fan et al., 2001; Hutnick et al., 2009; Rhee et al., 2012; 
Noguchi et al., 2015). So verursachte eine verminderte Funktionalität von DNMT1 
in embryonalen exzitatorischen Neuronen des Neokortex eine erhöhte Mortalität 
jener Zellen (Hutnick et al., 2009). Dies resultierte in einer verminderten Kortexdicke 
(Hutnick et al., 2009). Darüber hinaus zeigten sich nach Dnmt1-Deletion ähnlich 
erhöhte Zelltodraten auch in Projektionsneuronen des Hippocampus (Hutnick et al., 
2009), sowie in Photorezeptoren und anderen Neuronentypen der postnatalen 
Retina (Rhee et al., 2012). Rhee und Kollegen (2012) deuteten hierbei in 
postnatalen Studien erstmals auch auf ein erhöhtes Zellsterben von retinalen 
Interneuronen im Zusammenhang mit einer verminderten Dnmt1-Expression hin.  
Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit legen nahe, dass DNMT1 das Überleben 
kortikaler POA-abstammender Interneurone vor allem während ihrer tangentialen 
Migration positiv reguliert. Darauf deuten erhöhte Mortalitätsraten Dnmt1-defizienter 
POA-abstammende Zellen, die sich am postnatalen Stadium P0 im basalen 
Telenzephalon befanden (Abb. 10). Desweiteren zeigen Zeitrafferaufnahmen an 
organotypischen Hirnschnittkulturen an E16 ein erhöhtes Auftreten von 
Zellkörperfragmentierungen in den durch das Subpallium migrierenden Zellen des 
Dnmt1 Knockouts (Abb. 9H, Film 1-4). Eine intensive Fragmentierung steht im 
Zusammenhang mit einer höheren Mortalitätswahrscheinlichkeit der 
entsprechenden Zellen (Kerr et al., 1972; Hacker, 2000). Zusammen mit der 
gesteigerten Expression von Zelltod-assoziierten Genen (Pensold et al., 2016), 
bekräftigen die erhobenen Daten die protektive Funktion von DNMT1 im Hinblick 
auf das Überleben von unreifen Interneuronen während ihrer tangentialen 
Migration. 
Interessanterweise konnten im Kortex von Dnmt1 Knockout-Tieren an P0, 
im Gegensatz zu den analysierten Zellen im basalen Telenzephalon, keine 




werden (Abb. 10). Fan und Kollegen (2001) konnten in ihrem Mausmodell nach 
Deletion von Dnmt1 in neuronalen Vorläuferzellen in ein erhöhtes Zellsterben von 
Dmnt1-defizienten exzitatorischen Neuronen bis einschließlich der dritten 
postnatalen Woche beobachten. Während der postnatalen Reifung sind die 
Justierung der adäquaten Neuronenanzahl und die Etablierung neuronaler 
Netzwerke entscheidend für die Funktionalität von kortikalen Schaltkreisen (Miller, 
1995; Bartolini et al., 2013). Da Interneurone und auch Projektionsneurone während 
der Gehirnentwicklung in größerer Anzahl entstehen, als final benötigt werden 
(Miller, 1995; Bartolini et al., 2013), spielt die postnatale Regulation des Zelltods 
eine fundamentale Rolle. Inwieweit DNMT1 auch in dieser Entwicklungsphase das 
Überleben der POA-abstammenden Interneurone reguliert, würde weitere 
Untersuchung benötigen. Jedoch zeigte die prozentuale Reduktion kortikaler 
Hmx3-abstammender Zellen zwischen Dnmt1 Wildtyp und Knockout keinen 
progressiven Verlauf mit fortschreitender Entwicklung. Sie entsprach auch an P0 
und im adulten Stadium ungefähr dem Verhältnis von E16 Tieren (Abb. 7, 10; 
(Pensold et al., 2016)). Diese Ergebnisse bekräftigen eher eine entscheidende 
Entwicklungs-assoziierte Funktion von DNMT1, wie sie auch in einer Vielzahl von 
Studien bereits postuliert wird (Fan et al., 2001; Golshani et al., 2005; Hutnick et al., 
2009; Rhee et al., 2012; Noguchi et al., 2015). 
 
6.3. DNMT1 reguliert die Expression Zelltod-assoziierter Proteinkinasen 
Das Überleben neuronaler Zellen wird durch eine Reihe verschiedener 
Signalmoleküle und intrazellulärer Signalkaskaden gelenkt (Kristiansen und Ham, 
2014). In der vorliegenden Arbeit konnte Pak6 als ein Zelltod-assoziiertes Gen 
herausgestellt werden, dass in unreifen POA-abstammenden Interneuronen der 
Repression von DNMT1 unterliegt (Abb. 11). Die hier vorgestellten Daten konnten 
dabei zeigen, dass eine abnormal erhöhte Expression der p21-aktivierten 
Proteinkinase (PAK) 6 mit einer gesteigerten Mortalität jener Zellen einhergeht 
(Abb. 12). Studien an verschiedenen Krebszelllinien konnten bereits die Zelltod-
vermittelnde Funktion von PAK6 darlegen (Zhang et al., 2010; Liu et al., 2015).  
Im Gegensatz zu den anderen Mitgliedern der hochkonservierten Familie an 




Androgen- (AR) und Estrogenrezeptor alpha (ERα) stimuliert (Yang et al., 2001; Lee 
et al., 2002; Vidal et al., 2002; Liu et al., 2013). Typischerweise wird die Aktivität von 
PAK`s über die N-terminale Bindedomäne für CDC42/RAC moduliert (Kumar et al., 
2017).  
Eine verstärkte Translokation von PAK6 aus dem Zytoplasma in den Zellkern  
erfolgt zum Beispiel nach Bindung von AR oder ERα und Hormon-abhängig (Lee et 
al., 2002). Im Nukleus hat PAK6 unter anderem auch Einfluss auf die Genaktivität 
und zeigt inhibierende Funktionen bei der Expression von AR- und ERα-abhängigen 
Genen. Lee und Kollegen (2002) spekulieren darüber hinaus aber auch, dass neben 
der Beteiligung an der Expressionskontrolle insbesondere seine Kinase-Aktivität zur 
schnellen und nicht transkriptionellen Aktivierung von MAP-Kinasen und weiteren 
Signalwegen führen könnte.  
MAP-Kinasen haben in Neuronen wichtige Funktionen in der Regulation von 
Differenzierung und Zelltod (Tobiume et al., 2001; Nishitoh et al., 2002; Frebel und 
Wiese, 2006) und für einige (Map3k5, Map3k19, Mapk4, Mapkapk3) konnte eine 
signifikant erhöhte Expressionen in Dnmt1-defizienten, embryonalen Zellen der 
Hmx3-Population detektiert werden (Tab. 10 Anhang). Inwieweit PAK6 in die 
Aktivierung dieser MAP-Kinasen involviert ist, wurde bislang noch nicht untersucht. 
Jedoch konnten verschiedene Studien bereits zeigen, dass Typ I PAK`s (PAK1-3) 
über Phosphorylierung von MAPK3/4 (ERK3/4) den atypischen MAPK-Signalweg 
aktivieren können (Slack-Davis et al., 2003; Deleris et al., 2011). Über die 
Beteiligungen weiterer PAK-Proteinkinasen in der MAPK-Signalkette abhängig vom 
zellulären Kontext wird spekuliert (Deleris et al., 2011). Aufgrund der MAP3K 
übergeordneten Regulation werden PAKs auch als MAP3K-Kinasen (MAP4K) 
betitelt (Dan et al., 2001)  
Weiterführende Studien könnten Aufschluss darüber geben, ob die erhöhte 
Expression der MAP-Kinasen im Dnmt1 Knockout direkt von PAK6 induziert wird. 
Darüber hinaus könnten Analysen zum Phosphorylierungslevel klären, ob auch ein 
erhöhter Aktivitätsindex jener MAPK vorliegt und inwieweit PAK6 hierbei eine 
funktionelle Rolle spielt. Zusammenfassen lässt sich, dass DNMT1 durch die 
Regulation einzelner Gene, zum Beispiel von Proteinkinasen wie PAK6 ganze 
Netzwerke beeinflussen kann und somit eine entscheidende Rolle bei der Sicherung 





6.4. Der Transkriptionsfaktor LHX1 begrenzt das Überleben von 
POA-abstammenden Zellen 
Neben der Regulation von Proteinkinasen, deuten die in dieser Arbeit dargestellten 
Ergebnisse darauf hin, dass auch wichtige Transkriptionsfaktoren der Kontrolle von 
DNMT1 unterliegen (Tab. 10 Anhang). Über die Regulation von 
Transkriptionsfaktoren ergeben sich noch viel umfassendere Möglichkeiten der 
transkriptionellen Kontrolle verschiedenster Gene und ganzer genetischer 
Programme (Kessaris et al., 2014). 
Es zeigte sich eine im POA überlappende Expression von postmitotischen Zellen 
der Hmx3-Population und Lhx1, welches für einen LIM-HD-Transkriptionsfaktor 
kodiert (Abb. 15, (Bozzi et al., 1996; Hobert und Westphal, 2000; Shirasaki und 
Pfaff, 2002)). Die Expression von Lhx1 scheint dabei, ähnlich wie Pak6, durch 
DNMT1 reguliert zu werden (Abb. 16). LHX1 scheint bei der Entwicklung von 
POA-abstammenden Interneuronen eine Rolle zu spielen, wie Untersuchungen im 
Rahmen der vorliegenden Arbeit am konditionalen Mausmodel zeigten 
(Hmx3-Cre/tdTomato/Lhx1 loxP2). 
Die postmitotische Deletion von Lhx1 in Hmx3-exprimierenden POA-Zellen führte 
zu einem Anstieg ihrer Anzahl im adulten murinen Kortex, sowie dem Septum und 
auch ihrer residualen Fraktion im präoptischen Areal (Abb. 19, 20). Dass es sich 
hierbei um entwicklungsbedingte Effekte handelt, lassen die bereits an 
embryonalen Stadien detektierten, erhöhten Zellzahlen im Pallium und Subpallium 
vermuten (Abb. 17). Durchgeführte in vitro Untersuchungen unterstützten dabei die 
Hypothese, dass LHX1 Zelltod-regulierende Funktionen in POA-Zellen 
hat (Abb. 18). In diesem Zusammenhang konnten bereits verschiedene Studien in 
diversen Zelltypen zeigen, dass Veränderungen in der Expression von Lhx1 das 
Zellüberleben beeinflussen (Zhao et al., 2007; Dormoy et al., 2011; Kawaue et al., 
2012; Bedont et al., 2014; Huang et al., 2014).  
Diesbezüglich konnten in der vorliegenden Arbeit mehrere anti-apoptotische Gene 
in N2a-Zellen mit verringertem Lhx1 Expressionslevel erhöht vorgefunden 
werden (Abb. 18). Zu diesen zählen auch zwei Mitglieder der BCL-2 Familie, Bcl2 
und Bcl6 (Merry und Korsmeyer, 1997). Mitglieder dieser Proteinfamilie werden 
durch die typische BCL-2 Homologieregion (BH) charakterisiert und steuern das 




Stadien (Merry und Korsmeyer, 1997). Bcl2 kodiert für den klassischen Vertreter 
der Genfamilie und wird während der Entwicklung weit verbreitet im Nervensystem 
exprimiert (Abe-Dohmae et al., 1993; Merry et al., 1994). In einer Vielzahl von 
Studien konnten die durch BCL2 vermittelten protektiven Effekte klar herausgestellt 
werden, welche das Überleben von Neuronen signifikant erhöhten (Abe-Dohmae et 
al., 1993; Allsopp et al., 1993; Mah et al., 1993; Martinou et al., 1994; Farlie et al., 
1995; Michaelidis et al., 1996). Ähnlich wie BCL2 konnte auch für BCL6 eine aktive 
Rolle bei der Regulation des Überlebens, zum Beispiel von 
olfaktorisch-sensorischen Neuronen, dargestellt werden (Otaki et al., 2010).  
Auch wenn die meisten Studien zu LIM-HD-Proteinen die veränderten 
Mortalitätsraten auf Defekte in der Zelldifferenzierung zurückführen (Zhao et al., 
2007; Bedont et al., 2014; Huang et al., 2014), konnte für einige Mitglieder der 
LIM-HD-Familie bereits eine aktive Regulation von Apoptose-relevanten Genen 
beschrieben werden (Liu et al., 2013; Sato und Shibuya, 2013).  Die hier erhobenen 
Ergebnisse bekräftigen die Annahme, dass auch LHX1 neben seinen bekannten 
Funktionen in der Zelldifferenzierung, die Expression von Apoptose-relevanten 
Genen regulieren kann  (Barnes et al., 1994; Tsang et al., 2001; Zhao et al., 2007; 
Kawaue et al., 2012; Inoue et al., 2013; Bedont et al., 2014).   
Eine gesteigerte Expression von anti-apoptotischen Genen in Folge der 
Lhx1-Deletion könnte die erhöhten Zellzahlen in den analysierten Hirnbereichen 
erklären. Inwieweit diese Gene in unreifen POA-abstammenden Interneuronen der 
Repression von LHX1 unterliegen, ist bisher noch unbekannt. Lui und Kollegen 
(2013) konnten für den nahen Verwandten LHX6, welcher in MGE-abstammenden 
Interneuronen exprimiert wird, auch eine Verbindung zu BCL2 aufzeigen. Dabei 
führte eine gesteigerte LHX6 Expression in der humanen Krebszelllinie H358 auch 
zu einer Reduktion der Bcl2 Expression, möglicherweise jedoch indirekt über ein 
erhöhtes p53 Level. Der pro-apoptotische Transkriptionsfaktor p53 aktiviert 
üblicherweise die Expression weiterer Gene, die sowohl Wachstumsstopp als auch 
den Zelltod fördern (Morrison und Kinoshita, 2000). Möglicherweise kommt dieser 
Regulationsmechanismus auch für LHX1 in Frage. Dies bedarf jedoch weiterer 
Untersuchungen.  
Zusammenfassend zeigt sich, dass LHX1 anti-apoptotische Gene zu reprimieren 
scheint, was in Folge eine erhöhte Wahrscheinlichkeit für die Initiierung von 




Entwicklung von Interneuronen, zum Beispiel im Fall von Defekten bei der 
Differenzierung oder Migration, wichtig für die Eliminierung der Zellen. So lässt sich 
spekulieren, inwieweit LHX1 in POA-abstammenden Interneuronen als Übermittler 
von externen oder internen Signalen fungiert und durch Repression von 
anti-apoptotischen Genen den Zelltod vermitteln könnte.  
Dem übergeordnet scheint DNMT1 bei der Sicherung des Überlebens von unreifen 
Interneuronen durch Regulation verschiedenster Faktoren eine essentielle Rolle zu 
spielen. Abbildung 24 umfasst die in dieser Arbeit hervorgehobenen 
Zelltodregulatoren, zu den PAK6, verschiedene MAPK, Transkriptionsfaktoren wie 
LHX1 und Mitglieder der BCL2-Familie gehören. Neben der Regulation von 
Zellüberleben/-tod haben viele der durch DNMT1 regulierten Faktoren, sowie deren 
untergeordneten Zielgene/-proteine auch weitere essentielle Funktionen bei der 
neuronalen Entwicklung (Fukunaga und Miyamoto, 1998; Shirasaki und Pfaff, 2002; 
Kumar et al., 2017). 
 
Abbildung 24: DNMT1 fördert das Überleben von unreifen migrierenden inhibitorischen Interneuronen 
des zerebralen Kortex. DNMT1 scheint pro-apoptotische Gene der PAK-Familie wie PAK6 sowie MAP-
Kinasen und Mitglieder der BCL2-Familie zu inhibieren um das Überleben und den typischen migratorischen 
Phänotyp von unreifen Interneuronen sicherzustellen (DNMT1 WT). Darüber hinaus scheint DNMT1 auch 
Transkriptionsfaktoren wie LHX1 mit potentiellen pro-apoptotischen Funktionen zu reprimieren. Die Deletion 
von Dnmt1 vermindert die Repression dieser pro-apoptotischen Gene, was zu einer erhöhten Expression in 
migrierenden Interneuronen führt (DNMT1 KO). Die anschließende Aktivierung untereinander und 
nachgeschalteter Signalwege durch Phosphorylierung oder transkriptionelle Regulation könnte ursächlich für 




6.5. DNMT1 sichert die adäquate Migration unreifer Interneurone in den 
zerebralen Kortex  
Wie zuvor erwähnt haben eine Vielzahl der von DNMT1 regulierten Zelltod-
assoziierten Gene auch Funktionen in anderen entwicklungsrelevanten Prozessen 
(Fukunaga und Miyamoto, 1998; Shirasaki und Pfaff, 2002; Kumar et al., 2017). Zu 
diesen Prozessen zählt in unreifen Interneuronen vor allem die Migration aus dem 
basalen Telenzephalon in entsprechende Zielareale (Marin und Rubenstein, 2001; 
Guo und Anton, 2014). In diesem Zusammenhang deuten die in der vorliegenden 
Arbeit durchgeführten umfassende phänotypische Analysen von embryonalen 
wildtypischen und Dnmt1 Knockout-Zellen (Abb. 7), sowie detaillierte 
morphologische Analysen und Zeitrafferaufnahmen von organotypischen 
Hirnschnittkulturen (Abb. 8, 9; Film 1-4) auf Defekte in der Migration hin. Diese 
basieren dabei auf einer veränderten Morphologie und reduzierten Migrations-
kapazität von Dnmt1-defizienten POA-abstammenden Interneuronen. Dass die 
DNA Methyltransferase durchaus die Wanderung von neuronalen Zellen während 
der Gehirnentwicklung beeinflussen kann, zeigten Untersuchungen am 
embryonalen Gyrus dentatus (Noguchi et al., 2015). Hierbei führte eine Deletion in 
neuronalen Stammzellen zu einer fehlerhaften Ausbildung radialer Fortsätze, 
gefolgt von einen reduzierten Migration in die subgranuläre Zone. 
Für die Migration von Interneuronen ist eine stetige Reorganisation des Zytoskeletts 
und der Plasmamembran für die Ausbildung typischer morphologischer 
Charakteristika entscheidend (Metin et al., 2006; Chedotal und Rijli, 2009). In 
diesem Zusammenhang konnte eine veränderte Expression von Genen in 
Dnmt1-defizienten Zellen erfasst werden, welche in Verbindung mit jenen 
Reorganisationsprozessen stehen (Chedotal und Rijli, 2009). In Krankheits-
relevanten Studien konnten passenderweise insbesondere für Gene anormale 
Methylierungs-muster detektiert werden, die für strukturelle oder regulatorische 
Proteine des Zytoskeletts kodieren (Hughes et al., 2014; Calmon et al., 2015). Somit 
bestärken die hier dargestellten Ergebnisse die in der Literatur postulierte Funktion 
von DNMT1. Diese beinhaltet die Kontrolle von Faktoren, die mit der Regulation des 
Zytoskelett assoziiert sind, dessen dynamischer Veränderung Grundlage für eine 




Verschiedenen Mitgliedern der PAK-Familie, so auch PAK6, konnten in diesem 
Zusammenhang bereits eine Rolle bei der Regulation des dynamischen Auf- und 
Abbau von Zytoskelett-Bestandteilen nachgewiesen werden (Szczepanowska, 
2009; Zhao und Manser, 2012; Kumar et al., 2017). Die durch Manipulationen des 
Pak6 Expressionslevel hervorgerufenen morphologischen Veränderungen in 
POA-Einzelzellen bestätigen die Relevanz der Kinase für die Regulation der 
Zellmorphologie (Abb. 11). 
Dnmt1-defiziente Zellen mit nachweislich erhöhter Pak6-Expression zeigten 
interessanterweise neben einer reduzierten Nettomigration und geringeren 
Migrationsgeschwindigkeiten auch eine verringerte Translokation des Zellsomas in 
Migrationsrichtung. Die Translokation von Zellorganellen und des Nukleus in 
Migrationsrichtung (Nukleokinese) ist dabei, zusammen mit der vorhergehenden 
Stabilisierung des Führungsfortsatzes, entscheidend für die aktive Fortbewegung 
(Morris et al., 1998; Walsh und Goffinet, 2000; Ridley et al., 2003; Bellion et al., 
2005; Britto et al., 2009; Yanagida et al., 2012; Tielens et al., 2016). Jene Prozesse 
werden dabei durch Aktin-Myosin-Kontraktionen und Veränderungen im 
Mikrotubuli-Netzwerk reguliert (Tielens et al., 2016). Defekte entsprechender 
Proteine führten dabei bereits in vielen Studien zu morphologischen Auffälligkeiten, 
einer eingeschränkten Migration und dem Zelltod (Bellion et al., 2005; Schaar und 
McConnell, 2005; Martini und Valdeolmillos, 2010; Steinecke et al., 2014).  
Für PAK6 konnte jüngst eine Rolle bei der Aktivierung von Myosin II über den 
RhoC-ROCK-Signalweg in HeLa-Zellen dargestellt werden (Durkin et al., 2017). 
PAK6 wirkt hierbei inhibierend auf die Aktivierung von ROCK durch Blockierung von 
RhoC und verhinderte dadurch die Myosin-vermittelte Kontraktion von 
Aktin-Filamenten (Durkin et al., 2017). Diese Kontraktion ist jedoch für die 
Fortbewegung unerlässlich (Brown und Bridgman, 2004). Somit könnte die 
verringerte Migrationskapazität und reduzierte Translokationsrate von 
Dnmt1-defizienten POA-Zellen durchaus mit einer von PAK6 induzierten 
Inhibierung von Mitglieder der Rho-Proteinfamilie zusammenhängen, die unter 





6.6. Eine verfrühte Komplexitätszunahme wird durch DNMT1 in 
migrierenden Interneuronen unterbunden 
Nach Abschluss der migratorischen Phase und Ankunft im zerebralen Kortex 
beginnen Interneurone mit der Ausbildung von axonalen und dendritischen 
Ausläufern (Andersen und Bi, 2000; Huang et al., 2007), sowie der Etablierung von 
synaptischen Verbindungen (Huang, 2009; Chattopadhyaya, 2011). Hierbei ist die 
Zunahme der Zellkomplexität ein sichtbares Merkmal für die Reifung von 
inhibitorischen Neuronen (Kelsom und Lu, 2013; Begum und Sng, 2017). 
Die detektierten morphologischen Veränderungen von Dnmt1-defizienten Zellen 
aus dem POA deuten insbesondere aufgrund ihrer Komplexitätszunahme auf eine 
frühzeitige Ausdifferenzierung im basalen Telenzephalon hin (Begum und Sng, 
2017). Civiero und Kollegen (2015) konnten hierzu zeigen, dass PAK6 während der 
Entwicklung von kortikalen exzitatorischen Neuronen eine gesteigerte Verzweigung 
ihrer Fortsätze anregt und dabei zur Erhöhung der zellulären Komplexität beiträgt. 
Somit könnte die gesteigerte Pak6-Expression in Dnmt1 Knockout-Zellen ebenfalls 
die detektierte Komplexitätszunahme jener unreifen Interneuronen aus dem POA 
bedingen, wie auch die Überexpression in kultivierten POA-Zellen vermuten 
ließ (Abb. 11). 
Darüber hinaus spielt für die Aktivierung von PAK6 die Serin/Threoninkinase LRRK2 
durch Stimulation der Autophosphorylierung eine entscheidende Rolle             
(Civiero et al., 2015). LRRK2 ist auch in Interneuronen exprimiert (Tab. 10 Anhang; 
(Higashi et al., 2007)) und Dnmt1-defiziente POA-abstammende Zellen zeigen 
interessanterweise ein erhöhtes Lrrk2-Expressionsniveau (Tab. 10 Anhang). Eine 
Überaktivierung von PAK6 durch erhöhte LRRK2 Expression führte in 
Projektionsneuronen ebenfalls zu einer gesteigerten Zellkomplexität (Civiero et al., 
2015). Somit könnte neben der allgemein erhöhten Pak6-Expression auch eine 
gesteigerte Aktivierung für die verfrühte Ausbildung der untypisch komplexen, 
morphologischen Charakteristika zuträglich sein. In embryonalen wildtypischen 
Zellen wird diese durch DNMT1-vermittelte Genrepression unterbunden. 
Nach Ankunft im Kortex scheinen POA-abstammende Zellen der Hmx3-Population 
vermehrt Pak6 zu exprimieren, worauf quantitative RNA-Messungen an P0 
hindeuteten (Abb. 11). Dies legt eine Funktion von PAK6 in der postnatalen  




angekommenen Interneurone nahe. Dies konnte auch schon für PAK3 in 
MGE-abstammenden kortikalen Interneuronen gezeigt werden (Cobos et al., 2007). 
Zusammenfassend deuten die Daten somit stark darauf hin, dass DNMT1 durch die 
Repression von Genen wie Pak6 zur Ausprägung der charakteristischen 
Morphologie migrierender Interneurone beiträgt, die Migrationskapazität jener 
Zellen aufrechterhält und eine frühzeitige Reifung verhindert (Abb. 24). Somit 
ermöglicht DNMT1 die Migration POA-abstammender kortikaler Interneurone von 
ihrem Ursprungsort im basalen Telenzephalon zu ihren Zielarealen im Neokortex.  
 
6.7. Die Lenkung von tangential migrierenden POA-Interneuronen wird 
durch LHX1 beeinflusst  
Für Interneurone aus verschiedenen proliferativen Zonen sind unterschiedlich 
präferierte tangentiale Migrationsrouten in der Literatur beschrieben, welche unter 
anderem auf einer differenten Expression von Lenkungsfaktoren basieren (Marin 
und Rubenstein, 2003; Metin et al., 2006; Hernandez-Miranda et al., 2010; Guo und 
Anton, 2014). Dabei konnten verschiedene Studien verdeutlichen, dass 
POA-abstammende Interneurone den superfiziellen Weg in den Kortex bevorzugen 
(Gelman et al., 2009; Zimmer et al., 2011; Pensold et al., 2016), wohingegen 
MGE-abstammende Interneurone bevorzugt entlang des tiefen Migrationsweges 
wandern (Sussel et al., 1999; Wichterle et al., 2001; Ang et al., 2003; Rudolph et 
al., 2010; Zimmer et al., 2011).  
Nicht nur Defekte in der Migrationsdynamik, wie zuvor diskutiert,  sondern auch in 
der Expression von Lenkungsfaktoren können zu einer gestörten Migration und zu 
Fehlpositionierungen führen (Stumm et al., 2003; Alifragis et al., 2004; Pozas und 
Ibanez, 2005; Liodis et al., 2007; Canty et al., 2009; Wang et al., 2011; Zimmer et 
al., 2011; Zarbalis et al., 2012; van den Berghe et al., 2013). 
Auch wenn DNMT1 die Expression von Lhx1 in vitro reprimiert, scheint das 
LIM-HD-Protein potentiell für Hmx3-exprimierende Zellen des POA relevant zu sein. 
Da Dnmt1 nicht in allen postmitotischen Neuronen des POA exprimiert ist (Pensold 
et al., 2016) und somit Lhx1 wahrscheinlich nicht in allen POA-abstammenden 
Interneuronen seiner Repression unterliegt, ist dies durchaus möglich. Ähnlich wie 




al., 2007) zeigten tangential wandernde Zellen aus dem POA nach Deletion von 
Lhx1 embryonal ein verändertes Migrationsverhalten, sowie eine fehlerhafte 
Zelllokalisierung im adulten Kortex (Abb. 21; Abb. 22). Dies bestätigt die in der 
Literatur beschriebene Rolle von LIM-HD-Faktoren bei der Regulation der 
Zellmigration (Palmesino et al., 2010; Tanaka et al., 2010). Die im Rahmen dieser 
Arbeit durchgeführten in vitro Untersuchungen stellten eine LHX1-abhängige 
Aktivierung der Unc5b Expression heraus (Abb. 23), welches für einen 
membrangebundenen Rezeptor kodiert und klassischerweise repulsive Effekte 
nach der Bindung an seinen Rezeptor Netrin-1 (NTN1) vermittelt (Leonardo et al., 
1997; Arakawa, 2004; Eichmann et al., 2005; Larrieu-Lahargue et al., 2012). Van 
den Berghe und Kollegen (2013) konnten in diesem Zusammenhang eine abnormal 
erhöhte UNC5B Expression bereits als Ursache für migratorische Defekte in 
MGE-abstammenden Sip1-defizienten Interneuronen bestimmen. Diese verblieben 
in erhöhter Anzahl im basalen Telenzephalon. UNC5B könnte somit für die 
Migration von POA-abstammenden Interneuronen ebenfalls relevant sein und 
scheint durch LHX1 regulierbar.   
In Bezug zur Navigierung jener Zellen in Richtung der superfiziellen Route zeigte 
sich im basalen Telenzephalon in der Intermediärzone zwischen POA und MGE ein 
möglicherweise relevantes Cluster von Ntn1-exprimierenden Zellen (Abb. 23; 
(Stanco et al., 2009)). Wildtypische UNC5B-exprimierende POA-Interneurone 
könnten durch diese NTN1-sezernierenden Zellen vom Eintritt in den tiefen 
Migrationsweg abgelenkt und auf den superfiziellen Pfad dirigiert werden. 
Demzufolge könnte die in Lhx1 Knockout-Tieren beobachtete verstärkte 
Wanderung entlang des tiefen Migrationsweges auf einer reduzierten Detektion von 
repulsiven NTN1 Signalen durch die verringerte Aktivierung der Unc5b-Expression 
beruhen. Auch wenn einzelne Studien nach direkter Manipulation der Ntn1 
Expression keine Defekte in der Migration von MGE-abstammenden Interneuronen 
in Bezug auf ihre finale Anzahl im adulten Kortex darstellen konnten (Marin et al., 
2003; van den Berghe et al., 2013), bleibt eine potentielle Rolle in Interneuronen 
aus dem POA offen, bedarf jedoch weiterer Untersuchungen. 
Für ihre Navigierung entlang der bevorzugten Migrationswege sind darüber hinaus 
weitere relevante Lenkungsfaktoren bereits beschrieben, darunter auch Mitglieder 
der Ephrin/Eph-Ligand/Rezeptor-Familie (Zimmer et al., 2008; Rudolph et al., 2010; 




bekannt, dass LHX1 die Expression einiger Ephrine und Eph-Rezeptoren reguliert 
(Kania und Jessell, 2003). Zu diesen zählt auch EPHA4 (Kania und Jessell, 2003), 
welches in POA-abstammenden Interneuronen üblicherweise reprimiert vorliegt 
(Zimmer et al., 2011). Übereinstimmend mit der verstärkten Präferenz von POA-
abstammenden Zellen für den superfiziellen Migrationsweg konnte eine LHX1-
abhängige Repression von EPHA4 in ersten Versuchen im Zellkulturmodell 
nachgewiesen werden (unveröffentlichte Daten). Die bereits beschriebene von 
EphA4/EphrinB3-vermittelte, bidirektionale Repulsion und die damit verbundenen 
Ablenkung von POA-abstammenden Interneuronen auf den superfiziellen 
Migrationsweg (Zimmer et al., 2011) könnte somit im Lhx1 Knockout auch aufgrund 
abnormaler EPHA4 Expression gestört sein. Weitere Untersuchung sollen zur 
Aufklärung dieser Vermutung durchgeführt werden. 
Da eine veränderte tangentiale Migration oft auch mit einer nachfolgenden, 
veränderten Positionierung im adulten Kortex assoziiert ist (Marin und Rubenstein, 
2003; Hernandez-Miranda et al., 2010; Guo und Anton, 2014), könnten die zuvor 
dargestellten Zusammenhänge die verminderte Lokalisierung von Lhx1-defizienten 
Zellen in der superfiziellen Schicht I des zerebralen Kortex erklären (Abb. 21). 
Darüber hinaus ist es nicht unwahrscheinlich, dass LHX1 auch weitere Faktoren 
reguliert, welche Positionsinformationen für POA-abstammende Interneurone 
bieten.  
Die gewonnenen Erkenntnisse unterstützen die Vielzahl an Studien, die 
verdeutlichen, dass die Expressionkontrolle des Rezeptorrepertoires eine 
entscheidende Rolle bei der Lenkung der tangentialen Migration, aber auch 
während der Positionierung im Kortex spielt (Marin und Rubenstein, 2003; Metin et 
al., 2006; Hernandez-Miranda et al., 2010; Guo und Anton, 2014). Darüber hinaus 
festigen sie die bereits postulierte Funktion von LHX1 in der Lenkung von 
neuronalen Zellen (Palmesino et al., 2010). Insgesamt betonen sie aber 
insbesondere die relevante Rolle von DNMT1 in der übergeordneten Kontrolle einer 
Vielzahl von Faktoren, wie LHX1 und PAK6. Diese Kontrolle scheint nicht  nur 
essentiell für das Überleben von unreifen Interneuronen, sondern auch für die 




6.8. Die Vernetzung verschiedener epigenetischer Mechanismen reguliert 
die differente  Genexpression 
Neuronale Entwicklungsprozesse unterliegen einer vielschichtigen epigenetischen 
Regulation (Geiman und Robertson, 2002; Fuks, 2005; Vaissiere et al., 2008; Cedar 
und Bergman, 2009), wie auch korrelative Methylom- und Transkriptomanalysen 
von embryonalen POA-abstammenden Zellen bestätigten (Pensold et al., 2016). 
Die Zelltod- und Migrationsassoziierten Gene Pak6 und Lhx1 zeigten sich zwar 
abhängig von DNMT1, jedoch unabhängig von seiner DNA-Methylierungsfunktion 
(Abb. 14, 16; (Pensold et al., 2016)). Weitere Untersuchungen hinsichtlich der 
Verknüpfung von DNMT mit der Ausprägung der repressiven Histonmodifizierung 
H3K27me3 bekräftigen die in einer Vielzahl von Studien beschriebene Interaktion 
von DNMT1 mit Histon-modifizierenden Enzymen(Cedar und Bergman, 2009; Du et 
al., 2015), hier speziell mit der Histonmethyltransferase EZH2 (Vire et al., 2006; 
Ning et al., 2015; Purkait et al., 2016). Als Kernenzym des Polycomp-
Repressorkomplex 2 (PCR2) vermittelt EZH2 jene repressiven Trimethylierungen 
an H3K27 (Margueron und Reinberg, 2011). Die Intensität der 
H3K27-Trimethylierung zeigte sich in der vorliegenden Arbeit abhängig von der 
Dnmt1-Expression, so wie auch das Transkriptlevel von Ezh2 (Abb. 14). In diesem 
Zusammenhang wurde bereits die regulatorische Rolle von miR214 als Ursache für 
den Abbau von Ezh2 Transkripten eruiert (So et al., 2011). Inwieweit diese auch 
hier nach Dnmt1-Deletion den Abbau von Ezh2 vermittelt, müssen weitere 
Untersuchungen klären.   
Kürzlich durchgeführte Proteinexpressionsstudien an Dnmt1 siRNA-behandelten 
N2a-Zellen bestätigen nach 24 h Kultivierungsdauer eine Reduktion der 
H3K27-Trimethylierung (unveröffentliche Daten). Jedoch kein verringertes 
Expressionslevel von EZH2 nach dieser Kultivierungsdauer detektiert werden   
(unveröffentlichte Daten). Die dargestellten Ergebnisse bestätigen somit nur 
teilweise Studien in nicht-neuronalen Zellen, in denen Manipulation der 
Funktionalität oder Expression von DNMT1 zu Veränderungen des EZH2 
Expressionsniveaus und der Häufigkeit von H3K27me3 führten (So et al., 2011; 





Auch in POA-Zellen von Dnmt1 Knockout-Mäusen sind keine signifikanten 
Unterschiede in der Expression von Ezh2 zu finden, wie vergleichende 
Transkritomanalysen von angereicherten wildtypischen und Dnmt1-defizienten 
POA-Zellen zeigten (Tab. 10 Anhang). Möglicherweise führt somit eher die 
ausbleibende Interaktion von DNMT1 mit EZH2 aufgrund des geringeren 
Dnmt1-Expressions-niveaus zu einer verminderten Aktivität von EZH2. Co-
Immunpräzipitation von DNMT1 und EZH2 in N2a- und POA-Zellen unterstützen 
diese Möglichkeit (unveröffentlichte Daten). Die damit verbundene verringerte 
H3K27-Trimethylierung an regulatorischen Gensequenzen von Pak6 und Lhx1 
könnte somit eine schwächere Repression der Genaktivität zur Folge haben und 
somit zu einer erhöhten Expression beider Transkripte führen.  
Eine DNMT1-abhängige Regulation über Veränderungen der Ausprägung von 
H3K27me3 konnte zumindest für Pak6 in hepatozellulären Karzinomazellen bereits 
dargestellt werden (Liu et al., 2015). Für Lhx1 hingegen gab es bisher jedoch noch 
keine Hinweise auf eine mögliche Regulation durch repressive Histonmodifikationen 
in neuronalen Zellen. 
DNMT1 reguliert somit zusammenfassend nicht nur durch DNA-Methylierung 
Zielgene, sondern die Ergebnisse dieser Arbeit deuten auch in neuronalen Zellen 
auf eine intensive Vernetzung mit repressiven Histonmethylierungen hin. Diese 
Interaktion epigenetischer Mechanismen ist dabei scheinbar essentiell für die 
Repression einer Vielzahl von Migrations- und Zelltod-assoziierten Genen, zu 
denen auch Pak6 und Lhx1 gehören. Die vorliegenden Daten konnten somit auch 
in neuronalen Zellen die Wichtigkeit der Interaktion von DNMT1 und EZH2 in der 
Repression von Genen verdeutlichen, wie auch bereits für DNMT1 und spezifische 






6.9. Schlussfolgerungen und Ausblick 
Die durch Methyltransferasen (DNMT) vermittelte DNA Methylierung ist ein potenter 
Mechanismus zur Etablierung spezifischer Genexpressionsmuster und DNMT1 
konnte in der vorliegenden Arbeit als wichtiger Regulator der Entwicklung von 
POA-abstammenden Interneuronen dargestellt werden. Dabei scheint 
insbesondere die Vernetzung verschiedener epigenetischer Mechanismen für die 
Regulation von Migrations- und Zelltod-assoziierten Genen wie Pak6 und Lhx1 von 
Bedeutung zu sein.  
Neben Veränderungen von repressiven Histonmethylierungen, könnten auch 
erhöhte Level von aktivierenden Methylierungen, zum Beispiel an H3K4, in der 
Regulation von Genen in POA-abstammenden Interneuronen von Relevanz sein. 
Hierauf deutet die differente Expression von entsprechenden Faktoren zwischen 
wildtypischen und Dnmt1-defizienten Zellen hin (Tab. 10 Anhang). So konnte zum 
Beispiel eine erhöhte Expression von Kmt2d in Dnmt1 Knockout-Zellen detektiert 
werden, welche für die Histonmethyltrasferase MLL2 kodiert. Diese ist ein 
Kernenzym des MLL-Komplex und reguliert bevorzugt H3K4-Methylierungen (Wang 
et al., 2009; Jiang et al., 2013). DNMT könnte die Expression von MLL2 und somit 
die Ausbildung aktivierender H3K4-Methylierungen reprimieren, welche in 
Kombination mit repressiven H3K27-Trimethylierungen die Aktivität entsprechender 
Gene einschränken könnte. Eine jene Vernetzung in der Regulation von repressiven 
H3K27 und aktivierenden H3K4-Methylierungen ist in der Literatur bereits 
umfassend beschrieben (Barski et al., 2007; Mikkelsen et al., 2007; Eissenberg und 
Shilatifard, 2010). So gilt die PCR2-vermittelte Genrepression als relativ leicht 
umkehrbar, was einen schnellen und flexiblen Wechsel zwischen transkriptionellen 
Zuständen ermöglichen soll (Bernstein et al., 2006; Rugg-Gunn et al., 2010; Voigt 
et al., 2013; Harikumar und Meshorer, 2015).  
Darüber hinaus führt die Deletion von Dnmt1 in embryonalen Hmx3-exprimierenden 
Zellen zu einer signifikant verminderten Expression von Cul4b (Tab. 10 Anhang). 
Neben seiner Rolle im Abbau von Proteinen des MLL-Komplex (Nakagawa und 
Xiong, 2011), konnte bereits gezeigt werden, dass CUL4B die Stabilität des 




vermittelt Histondeacetylierungen und somit eine erhöhte Chromatinkondensation 
(Eberharter und Becker, 2002). Eine reduzierte Expression von Cul4b könnte somit 
eine geringeren Abbau des MLL-Komplex bedeuten und die Histonacetylierung 
ermöglichen. So könnten auch weitere Histonmodifikationen Einfluss auf die 
Expression von Genen im Dnmt1 Knockout haben.  
Expressionsanalysen könnten die differenzielle Ausbildung von 
Histon-modifizierenden Proteinen beleuchten. Darüber hinaus könnten weitere 
Studien hinsichtlich der Assoziation von H3K4me3, sowie von acetylierten H3 und 
H4 an entsprechenden regulatorischen Gensequenzen die Regulations-
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8.  Anhang 
8.1. Zusatzmaterial: Tabelle 10 
Die Tabelle 10 ist aufgrund der Länge im .xlsx Format als Zusatzmaterial auf dem 
zugehörigen Datenträger zu finden und wie folgt bezeichnet:  
 
„Tabelle 10 - Dissertation - Judit Symmank“ 
 
Tabelle 10: Differenziell exprimierte Gene zwischen Dnmt1 Wildtyp und Dnmt1 Knockout an E16. 
FACS-angereicherte Zellen von E16 Hmx3-Cre/tdTomato/Dnmt1 wildtypischen (Dnmt1 Wildtyp) und 
Hmx3-Cre/tdTomato/Dnmt1 loxP² Mäusen (Dnmt1 Knockout) wurden hinsichtlich ihres mittels Next Generation 
Sequencing detektierten RNA-Expressionsprofils miteinander verglichen. Dargestellt sind entsprechende 
Transkripte mit Ensembe-Identifier und Genname. Im Knockout höher detektiert Transkripte sind durch einen 
negativen logarithmischen Foldchange (log2FoldChange) gekennzeichnet. lfcSE gibt den Fehler der 
Foldchange-Berechnung an. padj gibt den angepassten p-Wert zur Darstellung von Signifikanzen an. E, 
Entwicklungsstadium.  
 
8.2. Zusatzmaterial: Zeitrafferaufnahmen 
Als Zusatzmaterial sind Ausschnitte aus Zeitrafferaufnahmen von migrierender 
Zellen in organotypischen Hinrschnitten von E16 Hmx3-Cre/tdTomato/Dnmt1 
wildtypischen (Dnmt1 Wildtyp) und Hmx3-Cre/tdTomato/Dnmt1 loxP² Mäusen 
(Dnmt1 Knockout) angehängt. Die Migration der Zellen wurden wie in Abbildung 9 
dargestellt und beschrieben über 15 h alle 12 min anhand ihrer 
tdTomato-Expression aufgezeichnet. 
  
Film 1:  migrierende Dnmt1 Wildtyp-Zelle 1, Ausschnitt: 6 h, illustriert in  
      Abbildung 9 B und C 
Film 2:  migrierende Dnmt1 Wildtyp-Zelle 2, Ausschnitt: 3,4 h, illustriert in  
      Abbildung 9 D und E 
Film 3:  migrierende Dnmt1 Knockout-Zelle 1, Ausschnitt: 9,2 h, illustriert in  
      Abbildung 9 G und H 
Film 4:  migrierende Dnmt1 Knockout-Zelle 2, Ausschnitt: 4,8 h, illustriert in  
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